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un	 órgano.	 En	 ambos	 casos	 se	 utiliza	 como	modelo	 de	 estudio	 los	 tejidos	 que	 forman	 el	
sistema	visual.	
	






emplazadas	 en	 un	 órgano	 que	 recibe	 el	 nombre	 de	 globo	 óptico.	 Cada	 uno	 de	 los	 ojos	
compuestos	 o	 retinas	 es	 inervado	 por	 un	 globo	 óptico	 (“Optic	 Lobes”	 OL)	 en	 estrecho	
contacto	con	el	hemisferio	cerebral,	donde	en	última	instancia	se	recibe	la	información	visual.	
Cada	OL	está	compuesto	por	diferentes	ganglios,	de	interior	a	exterior	son:	el	complejo	de	la	




contactan	 los	 axones	 de	 los	 fotorreceptores.	 El	 ojo	 compuesto	 de	 Drosophila	 tiene	 6	






genes	 de	 especificación	del	 ojo	 está	 compuesta	 por	 los	 genes	 Pax6>Eya=Six1/2>Dach.	Así	






















en	 su	 lado	más	 lateral	 produce	 las	 células	 precursoras	 de	 la	 lámina,	 que	 ya	 presentan	 la	




Con	este	 trabajo	hemos	puesto	de	manifiesto	 las	 similitudes	y	diferencias	en	cuanto	a	 las	
redes	 génicas	 necesarias	 para	 el	 desarrollo	 de	 la	 lámina	 en	 el	 OL	 en	 comparación	 con	 el	
desarrollo	de	la	retina.	No	es	de	extrañar	que	encontremos	tantas	similitudes,	pues	se	trata	






El	 Segundo	 capítulo	 de	 la	 tesis,	 se	 centra	 en	 el	 estudio	 de	una	única	 familia	 génica,	 Fezf,	














de	 expresión	 de	 Fezf2	 en	 retina	 parece	 ser	 consistente	 entre	 las	 diferentes	 especies	 y	
proporciona	 información	 sobre	 su	 posible	 función	 durante	 el	 desarrollo	 de	 ojo.	
Recientemente,	ha	sido	demostrado	que	Fezf2	es	esencial	para	la	correcta	diferenciación	de	
las	 células	 ganglionares	 de	 la	 retina	 en	 ratón	 (Chunsheng	 Qu	 et	 al.,	 2016).	 Con	 esta	
comparativa,	 además	 de	mostrar	 la	 expresión	 de	 Fezf2	 en	 la	 retina	 en	 desarrollo	 de	 tres	
especies	de	vertebrados,	representantes	de	3	taxa	diferentes	(mamíferos,	teleósteos	y	aves)	
frecuentemente	 utilizados	 como	 modelos	 de	 estudio	 del	 desarrollo	 de	 ojo,	 mostramos	
algunos	datos	de	 interés	 sobre	 la	expresión	de	Fezf2	 en	el	 cerebro	adulto	de	 ratón.	Estos	
datos,	junto	con	datos	funcionales	recogidos	en	la	literatura,	nos	permiten	sugerir	que	Fezf2	
parece	 tener	 un	 papel	 genérico	 en	 cuanto	 a	 la	 diferenciación	 celular	 de	 precursores	








con	 respecto	 a	 los	 genes	 Irx,	 demostramos	 que	Drosophila,	 no	 sólo	 tiene	 una	 estructura	
tripartita	 del	 cerebro,	 sino	 que	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 anteriormente	mencionados	 es	





esenciales	 en	 el	 establecimiento	 de	 la	 ZLI	 del	 diencéfalo	 de	 vertebrados,	 y	 la	 represión	
recíproca	 entre	 los	 genes	 Fezf	 e	 Irx	 es	 esencial	 para	 la	 correcta	 formación	 de	 la	 ZLI,	 en	
Drosophila	 no	 encontramos	 alteración	 alguna	 del	 patrón	 de	 Dfezf	 en	 mutantes	 Irx,	 no	
pudiendo	 concluir	 si	 la	 función	 de	 estos	 genes	 está	 conservada	 evolutivamente.	 	 En	 este	











































Un animal o planta pluricelulares son un clon ordenado de células que contienen 
el mismo genoma pero que presentan especializaciones distintas. En todos los 
organismos, con la fecundación del huevo, ya se establece una polaridad en el 
mismo, la cual determina los dos futuros ejes del cuerpo. A partir de este momento 
las células empiezan a expresar su contenido genético de forma diferente según 
su posición en el huevo y cuando empiezan a dividirse, van formando una capa 
embrionaria u otra, dependiendo de esa posición. El establecimiento de las tres 
capas embrionarias ocurre gracias a un compromiso entre proliferación (y muerte 
celulares) y especificación, lo que hace que cada capa tenga un número de 
células con una función. Esto sólo es el comienzo de lo que posteriormente sigue 
ocurriendo en el desarrollo del organismo para la formación de cada uno de los 
órganos. Este compromiso es posible gracias a la comunicación intercelular que 
inhibe o activa determinadas rutas de señalización intracelular que, a su vez, 
activan o inhiben la expresión de unos u otros genes, siendo muy importante, por 
tanto, el entorno de cada célula. Además, este compromiso entre ambos 
procesos, es lo que hace que todas las partes de nuestro organismo tengan un 
tamaño determinado y estén confinadas a realizar una función específica en el 
órgano del que forman parte. En qué momento se detiene la proliferación y 
ocurre el paso del estado proliferativo hacia un estado predeterminado, y que 
genes y rutas de señalización están implicados, son cuestiones de gran interés 
científico. Aunque hay muchos avances sobre la genética del desarrollo, 
desconocemos en gran medida: 1) En que se traduce, molecularmente, la 
especificación de un tipo celular causada por la expresión de un conjunto de 
genes selectores, es decir, cuales son los genes realizadores activos e inactivos 
que describen el estado funcional de un determinado tipo celular; y 2) Cómo se 
coordinan especificación y crecimiento de órganos (Conlon and Raff, 1999). 
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Queda mucho por revelar sobre los mecanismos y/o señales que necesita una 
célula para, en un momento del desarrollo, parar su proliferación y dejar su 
estado multipotente para comenzar su diferenciación. Conocer estos 
mecanismos no es solo importante desde el punto de vista evolutivo, sino también 
desde el punto de vista biomédico. Así los mecanismos genéticos que garantizan 
la proporcionalidad constante entre los órganos dentro de una especie son, 
precisamente, los que esperamos que varíen para generar nuevas formas durante 
la evolución. No obstante, el cáncer se puede considerar una subversión de los 
mecanismos que controlan el número “adecuado” de células de un tejido dentro 
de cada organismo (Kenyon et al., 2003). Varios estudios indican que el origen del 
cáncer se encuentra en las células madre adultas de cada tejido, dada su 
capacidad proliferativa y multipotente, siendo este tipo de células casi las únicas 
en reproducir el tumor y, por tanto, responsables de la ineficacia de los 
tratamientos quirúrgicos, entre otros, para erradicar totalmente un tumor 
(Donnenberg and Donnenberg, 2005; Simoes and Vivanco, 2011; Reya et al., 
2001), resultando además hipotéticamente responsables de la capacidad 
invasiva del tumor (Li et al., 2007). Por ello, resulta de vital importancia conocer 
tanto el entorno que mantiene a las células madre como tales, multipotenciales, 
(rutas de señalización, señales célula-célula…) como aquello que en un momento 
dado puede llevarlas a diferenciarse, siendo este punto de transición uno de los 
objetivos que se abordan en este trabajo. Sabiendo que mecanismos controlan 
estos procesos se podría desarrollar una droga dirigida a esas células madre 
tumorales (Desplan, 1997; Kenyon et al., 2003) para promover su diferenciación 
específicamente, evitando así la regeneración del tumor tras un tratamiento 
quirúrgico. Esto unido al conocimiento de la intrincada trama de señales que 
conlleva al desarrollo de un órgano, es decir, cada uno de los genes responsables 
y cómo interactúan entre ellos en cada uno de los pasos del desarrollo de un 
organismo modelo sería un hallazgo de gran valor para la ciencia, teniendo en 
cuenta que son los genes (Kenyon et al., 2003) implicados en desarrollo los más 
conservados a lo largo de la evolución entre especies muy dispares. Por éste 
motivo, podemos observar grandes similitudes entre los embriones de especies 






En este trabajo, no sólo se pretende abordar el estudio de los genes que 
controlan la transición entre un estado celular multipotente y proliferativo hacia 
un estado celular determinado y quiescente, sino hacerlo desde varios puntos de 
vista y utilizando diferentes modelos de estudio. Así, esta tesis se subdivide en dos 
capítulos que abordan esta cuestión de diferente forma. En el primer capítulo, 
esta cuestión se aborda de la siguiente forma: queremos saber que vías de 
señalización llevan a las células progenitoras del neuroepitelio (Ne) a convertirse 
en las células precursoras de la lámina (LPCs) y a éstas, a dar lugar finalmente a 
las neuronas de la lámina, es decir, cómo pasan de un estado proliferativo (en el 
Ne) hacia un estado quiescente y determinado (LPCs) para finalmente 
diferenciarse como neuronas de la lámina. Pero en éste segundo capítulo, 
abordamos otras cuestiones de tipo evolutivo, no solo interespecífico sino 
intraespecífico.  
En cuanto al sentido evolutivo interespecífico, tenemos que la red de genes 
que participa en el desarrollo de ojo está muy bien conservada desde 
invertebrados hasta vertebrados, así el cassette de genes Pax6/ey-Eya1/eya-
Shh/so-Dach1/dac regula el desarrollo de ojo en numerosos organismos, así como 
en humanos. Esta red de genes actúa también durante el desarrollo de la retina 
de Drosophila. En la mosca de la fruta la retina sólo consta de fotorreceptores y 
células accesorias, mientras que las neuronas que procesan la información visual 
residen en una estructura llamada globo óptico, cuyo primer ganglio en recibir los 
axones de los fotorreceptores es la lámina. Sin embargo, en vertebrados, la retina 
está estratificada y contiene las neuronas que procesan y transducen al cerebro 
toda la información visual, siendo su completo desarrollo regulado por la red 
génica anteriormente mencionada.  
Con esta información, nos hemos planteado el estudio del papel de esta red 
génica durante el desarrollo de la lámina, como parte del centro que procesa la 
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información visual en Drosophila, puesto que en vertebrados regula el desarrollo 
de la retina al completo, incluidos fotorreceptores y los distintos tipos de neuronas. 
Desde el punto de vista intraespecífico, se sabe que hay redes génicas que 
actúan sobre distintos procesos del desarrollo en distintos tejidos, así la via Notch, 
por ejemplo, es responsable de la diferenciación de varios tipos celulares de 
forma selectiva, tanto fotorreceptores como neuronas del sistema nervioso, etc. 
(Bray, 2006; Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006). Del mismo modo, el cassette 
Pax6/ey-Eya1/eya-Shh/so-Dach1/dac regula varios procesos, no sólo el desarrollo 
de retina, ((Ikeda et al., 2002; Zhang et al., 2002, 2006; Li et al., 2003; Bessarab et 
al., 2004; Purcell et al., 2005; Bumsted-O’Brien et al., 2007; Kaiser et al., 2007; 
Erickson et al., 2010; Santos et al., 2011) por tanto, resulta interesante averiguar si 
tiene un papel relevante durante el desarrollo de globo óptico. 
En el segundo capítulo, nos centramos en el estudio de un gen que juega un 
papel muy importante en la transición de un estado celular proliferativo a uno 
diferenciado. Se trata del gen earmuff o DFezf en Drosophila, el cual está 
altamente conservado desde invertebrados hasta vertebrados. En estos últimos, 
se trata de una familia génica de dos genes conocidos como Fezf1 y Fezf2, los 
cuales resultan de gran relevancia durante el desarrollo del cerebro y el 
establecimiento de las subdivisiones del mismo. 
En Drosophila se ha descrito la función de DFezf como un gen esencial durante 
la diferenciación de los neuroblastos de tipo II (Weng et al., 2010a). La función de 
este gen radica en mantener estos neuroblastos en un estado de transición hasta 
que están listos para su diferenciación. DFezf activa la expresión del gen prospero 
(Prox1 en vertebrados) haciendo que las células salgan del ciclo celular y 
mediante su acción antagonista con la vía Notch evita que las células vuelvan a 
un estado multipotente y proliferativo, es decir evita su desdiferenciación. De 
hecho, los mutantes para DFezf muestran tumores cerebrales (Mo Weng et al., 
2010), más concretamente, una expansión de neuroblastos en la región del 
cerebro. La función de Dfez es, por tanto, muy importante para la correcta 
diferenciación de este tipo de neuroblastos, y evitar así que las células regresen a 
un estado en el que proliferen de forma descontrolada, característica principal 
de las células cancerosas.  
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Dado su alto nivel de conservación evolutiva y volviendo a la comparativa de 
los sistemas visuales, resulta intrigante que, a pesar de que la expresión de Fezf2 
ha sido identificada en la retina de pez cebra (Thisse et al, 2005), hasta la fecha 
no había ningún estudio sobre su posible papel durante el desarrollo de retina en 
vertebrados, salvo el reciente estudio de Chunsheng Qu y colaboradores sobre la 
diferenciación de células ganglionares (Qu et al., 2016).  
Conociendo su papel en Drosophila y dado que dFez se expresa también en 
los globos ópticos, nos preguntamos si Fezf2 podría tener un papel similar durante 
el desarrollo de retina en vertebrados, es decir, ejerciendo un control de la 
transición entre un estado proliferativo y diferenciado de las células de la retina, a 
través de su efecto sobre Prox1 y la vía Notch. 
Adicionalmente, en esta tesis (Parte 1 del segundo capítulo) se ha llevado a 
cabo un estudio evolutivo sobre el papel del gen Fezf en el establecimiento de la 
estructura triparita del cerebro. Si bien su papel en el desarrollo de cerebro ha sido 
profundamente estudiado en vertebrados, resulta de interés saber hasta donde 
se remonta, evolutivamente, la función de este gen, y por tanto cuán ancestral y 
común es la disposición de los centros organizadores del cerebro, como es la 
Zona Limitans intrathalamica (ZLI). En esta tesis se ha dado respuesta a esta 
cuestión como parte de un proyecto de colaboración. 
En los dos proyectos, principalmente se ha usado la mosca de la fruta 
Drosophila melanogaster como organismo modelo, no obstante, también se han 
utilizado organismos vertebrados como modelo de estudio de retina, 
principalmente en el pez Danio Rerio, el ratón Mus musculus y el ave común Gallus 
gallus. A continuación, se detalla una introducción general sobre los organismos 
modelo utilizados. Una introducción más específica puede leerse al comienzo de 
cada capítulo. 
 
3. ORGANISMO MODELO: Drosophila melanogaster. Aspectos 
generales 
 
La mayor parte del trabajo de esta tesis se ha centrado en la mosca de la fruta, 
Drosophila melanogaster. Ha pasado mucho tiempo desde que se comenzó a 
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utilizar este organismo modelo para el estudio de la genética del desarrollo, desde 
comienzos del siglo XX, gracias a Thomas Hunt y su descubrimiento sobre la 
mutación del gen white (Morgan, 1910).  Y desde entonces no se ha hecho sino 
más evidente el conjunto de características ventajosas que hacen de Drosophila 
un fantástico sistema modelo de estudio.  
Es fácil y barato mantener un stock y tener cultivos genéticamente diferentes 
sin ocupar demasiado espacio, además su ciclo vital es relativamente corto. 
Cuando se cultiva a 25ºC sólo se necesitan diez días para completar su desarrollo, 
desde un huevo fertilizado hasta el estado completamente adulto y fértil. De ésta 
forma la genética clásica es fácil, puesto que diez días después de un cruce es 
posible analizar su progenie y usarla para generar otro cruce. El desarrollo de 
Drosophila está dividido en 3 estadios principalmente, embrionario, larvario y de 
pupación (Error! Reference source not found.). 
 
Durante el estadio embrionario, el cual 
dura aproximadamente 24 horas, es 
cuando se forman todas las estructuras de 
la larva, incluido el sistema visual larvario, 
también conocido como el órgano de 
Bolwig (OB). A las 24 horas, 
aproximadamente, la larva de primer 
estadio eclosiona y comienza a 
alimentarse inme-diatamente. La larva 
crece mayormente por poliploidización, es 
decir, que sus células aumentan de 
tamaño, y sufre dos mudas separadas entre los tres estadios larvarios: L1-3. El 
primer estadio larvario (L1) dura unas 24h, durante las cuales la larva se alimenta 
en la superficie de la comida y durante los estadios larvarios segundo y tercero 
(que duran 24 horas y 48 horas, respectivamente) la larva sigue alimentándose, 
pero deja la superficie y se sumerje y escarva en la comida. Hacia el final del 
tercer estadio larvario cuando deja de alimentarse, la larva deja la comida y 




Drosophila sufrirá metamorfosis durante unos 4 o 5 días. Es en este período, 
cuando la mayoría de los tejidos larvarios comienzan a sufrir histólisis, mientras los 
discos imaginales, el conjunto de primordios del adulto se fusionarán y sufrirán 
morfogénesis para dar lugar al adulto o imago. Un conjunto particular de estos 
primordios es originado por invaginación de la epidermis embrionaria formando 
un pequeño saco plano de células, que posteriormente, darán lugar a la mayoría 
de la epidermis adulta. Al ser estos, los precursores de las estructuras de la mosca 
adulta, se denominaron "discos imaginales", de la palabra latina "imago" que 
significa, adulto. 
Hay diferentes tipos de discos imaginales, dependiendo de la estructura en la 
que se van a desarrollar, y para cada tipo, un par de discos imaginales existe en 
el embrión, con la excepción del disco genital, que es único (Error! Reference 
source not found.). Cada disco imaginal, formando parte de un par, dará lugar a 
la mitad de una estructura del adulto. Por ejemplo, la cabeza adulta se desarrolla 
a partir de un par de discos imaginales ojo-antena, cada uno de los cuales da 
lugar a un ojo, una antena y a la mitad de la cabeza de la mosca adulta. 
 
 
La larva sufre tres estadios larvarios, cada uno separado por una muda de la 
cutícula. Durante estos tres estadios larvarios, las células de los discos imaginales 
proliferan y se especifican en los diferentes primordios de los órganos adultos. Al 




compuestos por células uniformemente cuboidales, pero conforme el desarrollo 
larvario prosigue, las células de cada lado del saco del disco imaginal adoptarán 
uno u otra morfología: columnar o escamosa. El lado columnar dará lugar a las 
estructuras cuticulares adultas y es por tanto llamada Epitelio Principal. El lado 
escamoso, se llama Epitelio Peripodial (PE) y funciona durante la eversión y fusión 
de los discos imaginales, aunque algunas estructuras del adulto se forman 
también a partir de este epitelio (Milner et al., 1983).  
Hacia el final de L3, la mayoría de los discos imaginales han sido especificados, 
crecidos y determinados como precursores de las estructuras adultas. El estadio 
final del desarrollo es la pupación. Este estadio toma 6 días para ser completado y 
es cuando los discos imaginales se diferencian y fusionan para dar lugar a la 
epidermis continua del adulto.  
Durante la pupación, la apoptosis juega un papel muy importante, siendo 
inducida de una forma controlada para ajustar el número total de células de las 
estructuras adultas y la hormona esteroidea ecdysona es requerida durante esta 
fase de la metamorfosis (Jiang et al., 1997) (Rusconi et al., 2000)(Bangs and White, 
2000). 
 
4. Técnicas genéticas para el estudio de la función génica en 
Drosophila 
Una de las ventajas de Drosophila melanogaster como organismo modelo, es el 
amplio repertorio de herramientas disponibles, en cuanto a ingeniería genética se 
refiere. Una larga lista de líneas transgénicas, producto de la adaptación de 
mecanismos originalmente de levaduras, permiten la expresión ectópica 
controlada o la inducción controlada de clones mutantes, y esta estrategia ha 
sido clave para la realización del estudio aquí presentado. La expresión ectópica, 
así como la supresión de la expresión de un gen específico son de gran utilidad 
para determinar si el modo de acción de un gene es autónomo celular o no y la 
suficiencia de este gen para la especificidad celular. Entre los mecanismos 




4.1 Sistema Gal4-UAS en Drosophila 
 
Este sistema consiste en dos componentes esenciales, ambos derivados del 
sistema para el metabolismo de la galactosa en Saccharomices cerevisiae. Estos 
componentes son: Gal4, un factor de transcripción, el cual activa los genes 
responsables de la degradación de galactosa, cuando no hay otra fuente de 
energía adicional disponible. El otro componente esencial de este sistema es la 
secuencia activadora conocida como UAS (del inglés upstream activation 
sequence). A esta secuencia UAS se une el activador Gal4 para dirigir la expresión 
de los genes aguas abajo de la secuencia UAS, Gal10 y Gal1. Dado el alto nivel 
de conservación en la maquinaria de transcripción en eucariotas, Gal4 puede 
activar la transcripción en otras especies, como Drosophila, pez-cebra, etc., así 
como en plantas y células humanas en cultivo (Fischer et al. 1988; Ma et al. 1988; 
Kakidani and Ptashne 1988; Webster et al. 1988).  
Tomando la ventaja de Gal4 como un activador de la transcripción, el sistema 
Gal4 se desarrolló con el objetivo de expresar genes de interés (Brand and 
Perrimon, 1993). En su origen el sistema se pretendía utilizar para la expresión de 
productos letales, de ahí que el activador Gal4 se mantuviera separado del gen 
diana, precedido de la secuencia UAS, en dos líneas transgénicas diferentes. De 
este modo, el gen diana se mantiene silenciado hasta que el activador Gal4 es 
introducido mediante el cruce genético de ambas líneas (Figura_	 3) (Brand and 
Perrimon, 1993).  
Específicamente el sistema Gal4 funciona del siguiente modo, el factor de 
transcripción Gal4 se une a una secuencia activadora de 17 nucleótidos, y 5 
repeticiones contiguas de esta secuencia activadora es lo que conocemos como 
secuencia UAS. Así, Gal4 activa de este modo cualquier gen clonado a 
continuación la secuencia UAS seguida de un promotor mínimo.  
Con este sistema, un promotor de interés cualesquiera, puede ser clonado 
para dirigir la expresión de Gal4 en un patrón similar al del gen endógeno, 
dirigiendo así la expresión del gen diana de interés en el mismo patrón espacio-
temporal que el gen cuyo promotor haya sido utilizado. Un ejemplo en este 
trabajo es el uso del promotor del gen hedheog (hh) (hh>Gal4) para dirigir la 
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expresión del marcador GFP (UAS-GFP), recapitulando GFP la expresión del gen 
hh (Figura 19A). También la detección de regiones reguladoras enhancer ha sido 
utilizada para generar un gran número de líneas Gal4 con diferentes patrones de 
expresión ((O’Kane and Gehring 1987; Hrdlicka L et al., 2002; Manseau L et al., 
1997; Brand and Perrimon, 1993). En este caso, un gen Gal4 con un promotor 
mínimo es introducido en el genoma por transposición de un elemento-P. 
Dependiendo del sitio de integración, la expresión de Gal4 será dirigida por uno o 
un set de varios enhancers. Estas líneas son conocidas bajo el nombre de 
“enhancer traps” y es la misma técnica utilizada para la generación de líneas de 
marcadores mediante la introducción del gen de la B-Galactosidasa, un método 
colorimétrico que permite la visualización del patrón de expresión que dirige el 
“enhancer atrapado” mediante la tinción específica del producto de la reacción 
catalizada por el enzima B-galactosidasa, Lac-Z. Muchas han sido las líneas Gal4 
generadas y analizadas por este método, creando un amplio abanico de 
combinaciones para la expresión de cualquier gen de interés precedido por la 
secuencia UAS. En este trabajo hemos usado, por ejemplo, la línea c855a>Gal4, 
en cuyo caso obecede a una región reguladora que se activa en los centros 
proliferativos de los GOs (Egger et al., 2007).  Y gracias la versatilidad del sistema, 
también se utilizó la misma línea c855a>Gal4 para dirigir la expresión de los genes 
teashirt (UAS-tsh)(Figura 9) y Axin (UAs-Axin) (Figura 32), así como del marcador 














4.2 Sistema Gal4 activado por un promotor inducible por choque térmico (heat-
shock). 
 
Uno de los sistemas utilizados para controlar la expresión de Gal4, es el uso del 
promotor heat-shock para dirigir la expresión de Gal4 (Brand et al. 1994). Este 
promotor sólo se activa a 37ºC y tras devolver el cultivo a su temperatura habitual 
de 25ºC (29ºC si se quiere potenciar el efecto de expresión de Gal4) el promotor 
queda desactivado pero el Gal4 producido puede efectuar su trabajo. Con este 
sistema se puede controlar convenientemente tanto el momento de la expresión 
como los niveles de expresión, ajustando el tiempo y la temperatura a la que el 
heat-shock es dado.  
 
4.3 Generación de clones. El sistema FRT/FLP. 
 
Otro sistema de levaduras que ha sido adaptado a Drosophila como herramienta 
genética es el sistema FRT/FLP (Golic and Lindquist, 1989; Xu and Rubin, 1993). El 
sistema de la recombinasa FLP promueve la recombinación en cis de dos 
secuencias FRT (del inglés Flip recognition target) en el mismo locus, induciendo 
una alta frecuencia de eventos de recombinación homóloga. Este sistema 
permite la generación de clones de células con un genotipo determinado 
rodeados de tejido normal. Este sistema ha permitido analizar la función de 
muchos genes mediante la inducción de clones de falta de función, en casos en 
los que la mutación causa letalidad embrionaria en homocigosis, permitiendo así 
el análisis del fenotipo en cualquier estadio del desarrollo.  
Este sería el caso típico de clones de pérdida de función, en los que las células 
parentales son heterocigóticas para una mutación dada. Uno de los alelos que  
Figura_	 3.	 Expresión	 ectópica	 de	 un	 gen	 dirigido	 mediante	 el	 sistema	 Gal4-UAS.	 El	 gen	 Gal4,	 que	
codifica	para	un	activador	transcripcional	de	levaduras,	es	introducido	en	el	genoma	de	Drosophila	bajo	
el	 control	 de	 un	 promotor	 endógeno	 específico	 o	 como	 parte	 de	 una	 vector	 para	 la	 detección	 de	 un	
enhancer.	Así,	 las	 líneas	que	expresan	la	proteína	Gal4	en	un	tejido	específico	se	cruzan	con	líneas	que	





contiene la secuencia FRT es el mutante, mientras que el otro alelo que es el 
silvestre tiene próximo a la secuencia FRT un gen marcador, como pueda ser GFP 
y al otro lado de la secuencia FRT se encuentra un promotor ubícuo que dirige la 
expresión del marcador. De esta manera, cuando la flipasa es inducida en un 
grupo de células, por ejemplo, mediante heat-shock, en estas células pueden 





trans	 para	 el	 gen	 marcador	 y	 la	 mutación.	 Tras	 mitosis,	 dos	 de	 las	 cuatro	 posibles	 combinaciones	
resultantes	 dan	 lugar	 a	 una	 célula	 hija	 que	 hereda	 la	 mutación	 en	 homocigosis,	 perdiendo	 el	 gen	
marcador	(A1).	La	célula	hija	hermana,	por	el	contrario,	hereda	dos	copias	del	alelo	silvestre	además	de	
las	 dos	 copias	 del	 gen	marcador	 (A2).	 En	 consecuencia,	 se	 obtienen	 dos	 clones,	 el	 clon	mutante	 (con	
ausencia	 del	marcador)	 y	 el	 clon	 gemelo	 silvestre,	 con	 dos	 copias	 del	marcador.	 Imagen	 obtenida	 de	
http://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeId	=t200	y	modificada.	
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localización en cromosomas homólogos. Así, las secuencias FRT inducen la 
recombinación homóloga, obteniendo células hijas en las que ambos alelos son 
mutantes y el mismo porcentaje de células con los dos alelos silvestres. Las células 
homocigóticas mutantes pierden el marcador (GFP), siendo fácilmente 
reconocibles porque son las únicas no teñidas (ver esquema en Figura_	 4). El clon 
gemelo del clon mutante tiene el doble de marcador que las células 
heterocigóticas vecinas, un claro ejemplo de este efecto son los clones de la  
figura 16, en los que las células con dos copias del marcador presentan 
claramente una señal de fluorescencia más fuerte que el tejido circundante. 
Ejemplos de clones de pérdida de función en este trabajo pueden ser observados 




4.4 Clones FLP-OUT. Combinación de sistemas Gal4-UAS y FRT-FLP. 
 
En el caso anterior hemos descrito un sistema de recombinación homóloga en 
el que las secuencias FRT que recombinan se encuentran en trans en la misma 
localización, pero en cromosomas homólogos. Hay otra posibilidad que consiste 
en que ambas secuencias FRT se encuentren en cis en el mismo cromosoma. En 
este caso, la recombinasa FLP media la recombinación entre las dos secuencias 
FRT excluyendo el fragmento de ADN que se encontraba entre ambos sitios FRT 
(llamado casete). Es lo que se conoce como un FLP-OUT de ADN (Struhl and 
Basler, 1993). La expresión de la flipasa es aquí también frecuentemente dirigida 
por un promotor heat-shock. FLP-OUT es un sistema para generar clones de 
expresión ectópica en el que se combina la técnica mencionada con el sistema 
Gal4-UAS. Básicamente las secuencias FRT, en este caso, flanquean un fragmento 
de ADN que contiene un terminador de la transcripción, mientras que 
precediendo la primera secuencia FRT se coloca un promotor ubícuo. Tras el 
segundo FRT se coloca la secuencia que codifica para el gen activador Gal4. De 
esta forma el casete entre las secuencias FRT separa el gen Gal4 de su promotor y 
mediante el terminador impide la transcripción. Sólo cuando el casete es 
eliminado por recombinación inducida por la flipasa, la transcripción de Gal4 
 21 
tiene lugar y el activador puede unirse a las secuencias UAS presentes para 
















En ocasiones, un marcador para el reconociemiento de la línea transgénica en 
la mosca adulta puede ser añadido entre las secuencias FRT, como por ejemplo 
yellow+, que usado en un fondo yellow-/-, no sólo ayuda a seguir el transgen en la 
mosca adulta, recuperando ésta el color amarillo de la cutícula, sino que es 
posible analizar fenotipos adultos como las quetas de la cutícula porque los 
clones pueden identificarse por la ausencia de pigmentación amarilla (Figura_	5). 
 
El sistema FLP-OUT se puede utilizar para generar clones de expresión ectópica, 
como los clones de la figura 31, las figuras 22D, 23 y 26D-E, y la figura 18B, tkvQD, 
Figura_	 5.	 Sistema	 FLP-FRT	 combinado	 con	 el	 sistema	 de	 inducción	 Gal4.	 En	 esta	 combinación,	 la	
presencia	de	un	casete	FLP-OUT	 impide	que	el	promotor	Act5C	active	 la	 transcripción	del	gen	Gal4.	Al	
inducir	 la	 expresión	 de	 la	 recombinasa	 (FLP)	mediante	 heat-shock,	 el	 casete	 FLP-OUT	 es	 escindido.	 El	




hth y dac, y hth-GFP, respectivamente. Pero, también este sistema puede ser 
utilizado para silenciar o disminuir la expresión de un gen, generando los llamados 
clones knockdown.  
En este caso Gal4 dirige la expresión de un ARN de interferencia (ARNi) 
específico para un gen cuando es precedida de una secuencia UAS. Este ARNi 
consiste en la expresión de una hebra de ARN de unas 300-400bp con una 
repetición invertida de la secuencia, que tras su síntesis origina una conformación 
en horquilla (hpARN). La larga doble hebra de ARN formada al hibridar sobre sí 
misma, es procesada por el sistema DICER en pequeñas moléculas de ARN de 
interferencia (ARNi) de 21-23bp que consecuentemente dirigen la degradación 
específica del ARNm diana por el complejo silenciador de ARNm (RISC) (Figura_	6) 
(Ver revisión de Kavi HH et al., 2005).  
En este caso también se puede añadir al genoma de la línea UAS-ARNi en 
cuestión, una secuencia UAS-GFP para marcar los clones knockdown en 
fluorescencia. Este sistema se ha utilizado en este trabajo para generar clones 
knockdown para los genes eya (Figuras 11A y 16E), so (Figuras 11B, 16B y 26A), hth 




















de	 una	 horquilla	 de	 ARN	 (hpARN).	 Estas	 dobles	 cadenas	 de	 ARN	 son	 procesadas	 por	 Dicer	 en	 ARNis,	 los	
cuales	dirigen	la	degradación	específica	de	secuencia	del	ARNm	de	interés.	
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4.5 Clones MARCM. Inhibidor Gal80. 
 
El sistema MARCM (del inglés Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker) 
(Lee & Luo, 1999; Lee & Treisman, 2001) es otra técnica en la cual se combinan los 
sistemas FRT-FLP y Gal4-UAS con el uso del represor de Gal4, Gal80. Este método 
permite generar clones que simultáneamente presentan pérdida de función para 
un gen y ganancia de función para otro gen (Figura_	7).  En este trabajo se utilizó la 
técnica MARCM para la inducción de clones de pérdida de función para eya 

































4.6  Lineas reporteras 
 
El objetivo de las líneas reporteras es poder descifrar en el espacio y el tiempo 











expresión, obedeciendo a la región o regiones enhancer que controlan su 
expresión. Para detectar este partrónmediante técnicas de immunohistoquímica 
es necesario (a menos que se cuente con un anticuerpo específico) contar con 
un gen marcador, es decir, un gen que codifique para un enzima que catalice la 
conversión de un determinado sustrato en un producto coloreado que sea 
detectable visiblemente mediante microscopía óptica. El enzima que ha venido 
utilizándose desde hace unas décadas es la ß-galactosidasa, codificada por el 
gen Lac-Z de E. Coli. Para que este marcador reproduzca el patrón de expresión 
de un gen X, la secuencia del gen Lac-Z debe de ser introducida en el genoma 
mendiante manipulación genética de forma que su secuencia se integre en el 
genoma aguas debajo de la región “enhancer” del gen X. Es por esto que esta 
técnica recibe el nombre de “trampa de enhancers” (O’Kane and Gehring, 
1987). Para introducir el gen Lac-Z en cuestión se utiliza un elemento P modificado 
que contiene el gen reportero bajo un promotor mínimo (O’Kane and Gehring, 
1987; Wilson et al., 1989). Este elemento P o trasposón puede ser movilizado dentro 
del genoma y su integración es al azar (aunque existen sitios de integración 
preferentes para los trasposones, llamados “hotspots”), de forma que la creación 
de líneas reporteras debe realizarse a la inversa. En un principio se generan un 
número de líneas transgénicas que contienen elementos P conteniendo el gen 
Lac-Z inserto en locus aleatorios. Luego estas líneas se someten a un cribado para 
seleccionar aquellas con un patrón de expresión de lac-Z que resulte interesante 
o simplemente se documenta su expresión. La línea elegida se mapea para 
averiguar el lugar de inserción y ver que regiones enhancer se encuentran 
próximas y a qué gen o genes pueden corresponder.  
En este trabajo se han utilizado diversas líneas enhancer, como ey-lacZ (figura 
6), dac-lacZ (Figura 11), 3EE-lacZ (región específica del enhancer de dac, figura 
15), ptc-lacZ (figura 19), dpp-lacZ (figura 26), y tkv-lacZ (figura 28).  
Hay que tener en cuenta que un gen puede ser regulado por una o varias 
regiones enhancer, y la acción y combinación puede dar diferentes patrones de 
expresión dependiendo del tejido y del estadio del desarrollo. Por lo tanto, 
dependiendo el lugar de inserción del elemento P (lac-Z) podemos obtener el 
patrón de expresión completo para un gen dado o sólo de forma parcial. Este 
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parece ser el caso de la línea ey-lacZ utilizada en este trabajo, que aún 
reproduciendo bien la expresión de eyeless en el primordio de ojo, no es capaz 
de reproducir su expresión en el globo óptico, que probablemente responda a 
una región “enhancer” diferente. Es importante, tener en cuenta esta limitación 
cuando se realice la caracterización de un nuevo gen, en el que los resultados 
negativos de expresión deben someterse a un estudio más exahustivo.  
Una alternativa a este sistema es que la secuencia introducida, en lugar de 
codificar para el gen lac-Z, codifique para una proteína fluorescente como GFP 



























ESPECIFICACIÓN DEL SISTEMA VISUAL DE DROSOPHILA 
 
5. Desarrollo del sistema visual durante embriogénesis 
 
La organización del sistema visual de la mosca es extraordinário, tanto por su 
precisión, como por su complejidad. Este sistema visual en el adulto de Drosophila 
se compone de dos ojos compuestos y por otro lado de 3 órganos fotosensibles 
que sirven para la orientación durante el vuelo, llamados ocelos y que se 
encuentran en la región superior de la cabeza con una disposición triangular. El 
ojo compuesto es un conjunto regular de aproximadamente 800 unidades 
idénticas, llamadas ommatidios, empaquetados en una red cuasi-cristalina. Cada 
ommatidio, de forma hexagonal, está compuesto de un cartucho de ocho 
neuronas fotorreceptoras únicas y varias células accesorias (conos, células 
pigmentarias...) las cuales se disponen concéntricamente alrededor del conjunto 
de fotorreceptores. Los axones de los fotorreceptores se proyectan en un orden 
topográfico preciso en los neuropilos de los globos ópticos (OL) del cerebro para 
formar el preciso mapa retinotópico (Douglas and Strausfeld, 2003; Melnattur and 
Lee, 2011; Niéric and Desplan, 2016; Morante and Desplan, 2004). Los dos globos 
ópticos son una parte también esencial del sistema visual, pues son los 
encargados de procesar la información recogida por los fotorreceptores de los 
ojos compuestos (Tang and Guo 2001; Rister et al. 2007; Gao et al. 2008; Katsov 
and Clandinin 2008; Yamaguchi et al. 2008). Es por ello, que cada globo óptico en 
el adulto se encuentra subyacente a la retina y en estrecho contacto con el 
hemisferio cerebral al cual transmite la información visual (Morante and Desplan, 
2004).   
Tanto el ojo compuesto adulto, como el ojo de la larva (órgano de Bolwig), así 
como el globo óptico se originan los 3 de una pequeña región del ectodermo 
dorsolateral de la cabeza del embrión, llamada "región visual" (Conlon and Raff, 
1999; Green et al., 1993) y está definida por la expresión del gen temprano de ojo, 
sine oculis (so) (familia SIX en vertebrados), de hecho los mutantes para este gen 
tienen problemas para la correcta invaginación del primordio de globo óptico 
(OP) desde el ectodermo (Cheyette et al., 1994a; Daniel et al., 1999). La expresión 
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de so desaparece gradualmente conforme tiene lugar la morfogénesis de la 
región visual. Esta regulación negativa de so sigue un gradiente temporal, en el 
que células localizadas más anteriores y dorsales pierden antes la expresión de 
este gen que las células más posteriores y laterales (Cheyette et al., 1994a; Daniel 
et al., 1999). Hacia la mitad del estadio embrionario, sólo el primordio del ojo de la 
larva mantiene la expresión de so. 
Es también, hacia la mitad del desarrollo embrionario, en el estadio 12-13 
(Campos-Ortega and Hartenstein, 1985) cuando la parte posterior de esta región, 
formada por unas 30-40 células y conocida como el primordio de globo óptico 
(OP) se invagina y se fusiona con el cerebro en desarrollo, quedando cada OP 
unido a uno de los primordios de los hemisferios cerebrales. Aunque la mayoría del 
OP da lugar a los globos ópticos adultos, un pequeño grupo de células dentro del 
OP forma el ojo de la larva (órgano de Bolwig) durante la embriogénesis. Se 
conoce que el destino de las células que van a formar parte del órgano de 
Bolwig versus las que formarán los OL se decide por la expresión de los genes 
tailles y atonal que parecen actuar de una manera antagónica, así, mientras las 
células que expresan tailles se diferencian en OL, aquellas que se diferenciarán 
para formar el órgano de Bolwig expresan atonal. La alteración de la expresión 
de cualquiera de estos genes puede cambiar el destino de las células del OP 
para formar uno u otro órgano ((Cheyette et al., 1994a; Daniel et al., 1999)). 
El sistema visual adulto está compuesto por los ojos compuestos y los ocelos, 
ambos situados en la cabeza. A diferencia del BO, este set de órganos visuales se 
diferencia durante los estadios tardíos de la vida de la larva, abarcando parte del 
comienzo de la pupación. Ambas estructuras se originan a partir de los discos 
imaginales de ojo-antena (EAD), los cuales aparecen como dos evaginaciones 
de la involución de la cabeza en el embrión tardío, formadas a partir de la región 
anterior que flanquea el OP, que se desarrollan durante los subsiguientes estadios 
larvarios (Chen, 1929; Desplan, 1997). La región del ectodermo dorsoventral que 
originará el primordio del EAD se caracteriza por la temprana expresión del gen 
eyeless (ey) (Pax6 en vertebrados) hacia el estadio embrionario 8 y más 
visiblemente durante los estadios 10-12 y posteriormente en el primordio del EAD, 
permaneciendo durante los estadios larvarios hasta el comienzo del proceso de 
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diferenciación del EAD (estadio 3). Durante el primer estadio larvario las células 
tanto del OP como del EAD proliferan. La diferenciación neuronal comienza 
durante la última parte del tercer estadio larvario. 
 
6. Desarrollo del primordio de ojo compuesto 
 
El desarrollo del ojo de Drosophila constituye un sistema experimental 
excepcional donde estudiar los procesos de especificación, determinación y 
diferenciación celulares (Domínguez and Casares, 2005a). Aunque tres pares de 
discos imaginales – clypeolabro, labro, y ojo-antena – contribuyen a formar la 
cabeza adulta, la mayoría de la cápsula cefálica y la mayor parte de los órganos 
sensoriales, como antenas, palpos maxilares y ocelos, derivan de los complejos de 
discos ojo-antena (EADCs). Los dos discos ojo-antena se originan de diferentes 
segmentos embrionarios (segmentos antenal, maxilar, y posiblemente mandibular, 
intercalar y labial) además del acron que no es un segmento (Casares). El disco 
imaginal de ojo es un saco epitelial plano que crece y se diferencia durante los 
tres estadios larvarios (L1-3) y la fase pupal temprana en dos estructuras 
claramente distintas: el ojo adulto y la cápsula cefálica. Hacia el final de la 
embriogénesis, los discos se invaginan desde la bolsa dorsal del embrión como 
dos pequeños sacos epiteliales deshinchados, de aproximadamente 70 células, 
cada uno. Durante el estadio larvario L1, el EADC es un saco epitelial de unas 30 
células y está caracterizado por la expresión de dos genes Pax6, ey y toy, los 
cuales actúan como genes selectores. El epitelio en este estadio es monocapa y 
las células son morfológicamente similares. Hacia L2, el EADC se constriñe 
formando dos lóbulos: el anterior es el disco antena y el posterior el disco de ojo. 
En este momento, la expresión del gen cut caracteriza el disco antenal, mientras 
que la expresión de ey se restringe a la parte del disco de ojo (Kenyon et al., 
2003). 
Esta diferencia de expresión y la distinción entre el disco antenal y el disco de 
ojo es seguida adicionalmente por cambios genéticos y morfológicos en las 
células. Una de las dos capas del saco epitelial se engrosa y sus células se vuelven 
columnares, mientras las otras células son aplanadas y se vuelven escamosas. Las 
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células columnares formarán el Disco Principal (DP), y se convertirán en las 
estructuras adultas (incluidos la antena y el ojo), mientras las células escamosas 
que forman el Epitelio Peripodial (EP), solo darán lugar a una pequeña región de 
la cabeza alrededor del ojo (Haynie and Bryant, 1986). En la capa de células 
columnares es donde se inicia la expresión de una serie de factores nucleares, 
que incluyen a Eya, So y Dac (Kenyon et al., 2003a). Estos factores, que son 
denominados colectivamente “genes tempranos de la retina”, interaccionan 
genética y físicamente entre ellos y con Ey, y su co-expresión “fija” el destino del 
primordio como ojo (Desplan, 1997). La función de los homólogos de estos genes 
(Pax6, Eya, Six3, Dach), como sus interacciones, están parcialmente conservadas 
durante el desarrollo del ojo y la placoda olfativa en vertebrados (Donner and 
Maas, 2004) (Ver el apartado de desarrollo de ojo de vertebrados). Otros factores 
de transcripción que se expresan en el primordio del ojo temprano de Drosophila 
son homothorax (hth) y teashirt (tsh). La co-expresión de hth y tsh es esencial para 
el mantenimiento del estado multipotente y proliferativo del primordio del ojo 
(Bessa et al., 2002a; Lopes and Casares, 2010a). Durante L3 las células del EP se 
aproximan al DP adoptando una morfología cuboidal, para dar lugar a la 
cápsula cefálica (Haynie and Bryant, 1986), y en el margen posterior del disco del 
ojo, se especializan como el centro de señalización que disparara la 
diferenciación retinal al comienzo de L3 (Treisman and Heberlein, 1998). Este es un 
proceso progresivo que se inicia en el polo posterior del primordio y avanza en 
dirección anterior. El frente de esta onda de diferenciación está marcado por una 
indentación en el epitelio denominada surco morfogénetico (“morphogenetic 
furrow”: MF). Dos señales intercelulares juegan un papel esencial en el inicio y 
propagación de la onda de diferenciación: hedgehog (hh) y decapentaplegic 
(dpp), un miembro de la familia BMP-4 (revisado en (Treisman and Heberlein, 
1998)) (ver figura 27). Por un lado, Dpp reprime a larga distancia la expresión de 
hth, permitiendo la expresión axial de genes pre-proneurales (Bessa et al., 2002a) 
por otro, Hh induce la expresión a corta distancia del gen proneural atonal 
(Baonza and Freeman, 2005) que es el primer paso hacia la diferenciación de las 
células de la retina. Durante su diferenciación progresiva, las células en el 
primordio del ojo de Drosophila atraviesan una serie de estados, desde el 
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Figura_	 8.	 La	 diferenciación	 progresiva	 del	 primordio	 de	 ojo	 se	 produce	 mediante	 una	 sucesión	 de	
estados	 diferenciativos,	 (1-4)	 caracterizados	 por	 la	 expresión	 e	 interacción	 de	 un	 número	 limitado	 de	








Cada uno de estos estados está caracterizado por una combinación 
específica de factores de transcripción y proteínas nucleares, entre los que se 
encuentran los codificados por los genes toy, ey, eya, so, dac, eyg, tsh, optix, hth 
y exd (Bessa et al., 2002a)(Domínguez and Casares, 2005a; Pappu and Mardon, 
2004) (ver Figura_	 9). Las células que yacen anteriores al MF son indiferenciadas, 
aunque están especificadas genéricamente como   "ojo"   por   la expresión    de   
los   dos   genes   selectores de ojo Pax6: ey y toy. Dentro de esta población se 
distinguen dos subdominios: el más anterior contiene células mantenidas 
multipotentes y proliferativas por la expresión del factor de transcripción Hth 
(Estado 1; (Bessa et al., 2002a)). En el otro subdominio, adyacente al MF, las 
células pierden la expresión de hth, paran su ciclo celular en G1 y expresan un 
conjunto específico de genes. Este dominio determinado (Estado 2) se denomina 
pre-proneural, ya que precede a la diferenciación de las células. Esta 
diferenciación se inicia en el MF (Estado 3) y continua posterior a este (Estado 4). 
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Estas transiciones están perfectamente orquestadas mediante vías de 
señalización intercelulares ((Domínguez and Casares, 2005a; Pappu and Mardon, 









7. Genes específicos durante el desarrollo temprano de la retina (RDG) 
en Drosophila 
 
Como se describe anteriormente el desarrollo temprano de la retina de 
Drosophila obedece a un grupo de genes altamente conservados. Comenzando 
con el llamado, “gen selector de ojo” Pax6 (Gehring, 2002), cuyos ortólogos en 
Drosophila son eyeless (ey) y twin of eyeless (toy), estos genes gobiernan el 
comienzo de una cascada de señalización que especifica el territorio del ojo y 
son los responsables de la activación de los genes so/Six y eya/Eya (Figura 3, 
Introducción Capítulo 1). Para asegurar el momento correcto de la activación de 
estos genes, homothorax (hth) otro gen altamente conservado (Meis y Prep en 
vertebrados) y que se expresa en el dominio proliferativo y progenitor (estado1, 
Figura_	 8) del primordio de ojo como consecuencia de la vía de señalización de 
wg, inhibe la expresión de eya/so. Esto asegura el número adecuado de células 
en el primordio de ojo antes de comenzar su diferenciación. Por su parte, eya y so, 
son activados en el estado 2 por la vía de señalización de Dpp y median la 
activación de dachshund (dac), induciendo el proceso de diferenciación (Bessa 
et al., 2002; Chen et al., 1999; Curtiss y Mlodzik, 2000). Juntos, eya/so/dac forman 
el casete de los genes de diferenciación de la retina. A continuación, se 
describen en detalle cada uno de estos genes. 
Figura_	9.	Muestra	la	localizacion	de	la	expresion	
de	 cada	 gen	 en	 el	 desarrollo	 del	 primordio	 de	






7.1 ey/toy/Pax6  
 
Los genes ey y toy codifican para factores de trascripción con dos dominios 
característicos de unión a ADN, el dominio “Paired” (PD) y el “Homeodominio” 
(HD) (Quiring et al., 1994). Como ya se ha comentado anteriormente estos genes 
son los primeros responsables para la especificación de la retina en Drosophila. La 
pérdida de función de estos genes resulta en el bloqueo del desarrollo temprano 
del ojo (Halder et al., 1995a; Quiring et al., 1994). Del mismo modo que ocurre 
para estos genes, la pérdida de función de su ortólogo en vertebrados Pax6, 
produce defectos en el desarrollo de ojo de ratón y en humanos, por ejemplo, 
Aniridia (Sun and Da-Guang, 2008; Ton et al., 1991). 
En Drosophila la expresión ectópica de ey y toy induce ojos ectópicos. La 
expresión de toy es más temprana que la de ey e independiente de este último 
en el primordio de ojo. De hecho, toy actúa como un regulador de ey (Czerny et 
al., 1999a; Quiring et al., 1994), regulando directamente la región enhancer, 
específica de ojo, de ey (Hauck et al., 1999). Ambos genes tienen patrones de 
expresión similares en el primordio de ojo y son los primeros genes en expresarse. 
Su expresión es homogénea en todo el disco imaginal de ojo-antena durante L1 
(Czerny et al., 1999a); (Quiring et al., 1994). Más tarde, durante L2, la expresión de 
ey/toy es restringida a la parte posterior del disco que corresponde al primordio 
de ojo. Tan pronto como comienza la diferenciación, toy y ey permanecen en la 
región anterior al surco morphogenético (MF) en células aún indiferenciadas pero 




homothorax (hth) es un gen que codifica para una proteína de la familia TALE 
con dos dominios conservados, el Homeodominio (HD) de unión al ADN y el 
Homeodominio-Meis (HM) que se une a extradenticle (exd), otra proteína TALE. 
Esta unión hace posible que ambas proteínas sean importadas, como un dímero, 
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al núcleo (Pai et al., 1998; Rieckhof et al., 1997)(Ryoo et al., 1999). Tanto Hth como 
Exd son proteínas que están conservadas desde moscas a vertebrados, siendo sus 
ortólogos en mamíferos los genes de las familias Meis y Prep (Moskow et al., 1995; 
Rieckhof et al., 1997) y Pbx (Flegel et al., 1993; Rauskolb et al., 1993), 
respectivamente. Si bien, el patrón de expresión de homothorax en el embrión y 
en los discos imaginales es complejo ((Pai et al., 1998; Rieckhof et al., 1997), la 
expresión de extradenticle es uniforme tanto en el embrión como en los discos 
imaginales. Ambos están presentes en los mismos tejidos (Pai et al., 1998; Rieckhof 
et al., 1997). Antes del comienzo de la diferenciación, homothorax se expresa en 
todo el territorio del disco imaginal de ojo. Una vez iniciada la retinogénesis, tanto 
hth como exd se expresan en la región anterior al surco morfogenético y en los 
márgenes lateral y posterior del disco imaginal de ojo, regiones que formarán la 
curtícula de la cabeza  (Pai et al., 1998; Rieckhof et al., 1997); (González-Crespo 
and Morata, 1995). 
El gen meis (del inglés: Myeloid ecotropic viral integration site) en ratón fue 
identificado como un proto-oncogen ((Moskow et al., 1995; Rieckhof et al., 1997)) 
y por su parte la expresión ectópica de hth en los discos imaginales de Drosophila 
suele generar un sobrecrecimiento de los mismos  (Pichaud and Casares, 2000). 
Por otra parte, la expresión ectópica de hth en el ojo, causa una pérdida de 
fenotipo de ojo (Ryoo et al., 1999), es decir el ojo no puede diferenciarse y esto es 
debido a una represión del proceso de diferenciación (Domínguez and Casares, 
2005b).  
 
7.3 eyes absent (eya) 
 
eyes absent codifica para un co-activador transceripcional (Eya) que 
interacciona mediante su dominio C-terminal altamente conservado (Eya-
domain, ED) con proteínas de unión a ADN como sine oculis (Pignoni et al., 1997a) 
y dachshund (Chen et al., 1997a), interacción conservada también en 
vertebrados (Heanue et al., 1999). Estas interacciones permiten que Eya se una a 
los promotores de genes diana (Chen et al., 1997a; Ikeda et al., 2002a). Eya 
contiene otros dominios conservados como el dominio ED2 localizado en medio 
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de una de las dos regiones ricas en prolina, serina y treonina que, al parecer, 
funciona como un dominio activador de la transcripción (Silver et al., 2003). Estos 
dominios están altamente conservados desde insectos a vertebrados (Borsani, 
1999). Cuando eyes absent es expresado de forma ectópica en las 
combinaciones Eya-So y Eya-Dac pueden generar ojos ectópicos ((Chen et al., 
1997a; Ikeda et al., 2002a); Kenyon et al., 2003). Además, Eya y So forman un 
potente activador transcripcional y su capacidad como tal reside en la actividad 
fosfatasa de Eya (Li et al., 2003a; Rayapureddi et al., 2003; Tootle et al., 2003). 
Durante el dessarrollo emrbionario, eya tiene un complejo patrón de expresión, y 
algunas de las células que expresan eya son las que darán lugar al primordio de 
ojo y de los globos ópticos (Bonini et al., 1998b). Durante los estadios larvarios, eyes 
absent comienza su expresión en L2 y hacia el comienzo de L3 su expresión se ve 
restringida hacia la región posterior del disco de ojo. Más tarde, tras el comienzo 
de la retinogénesis, eya se expresa en las células posteriores al surco 
morfogenético y también en una fila de células anterior a éste, así como en un 
grupo de células que darán lugar a los ocelos (Bonini et al., 1993; Brockmann et 
al., 2011).  
 
7.5 sine oculis (so) 
 
sine oculis pertenece a la clase de factores de transcripción SIX y está 
conservado desde moscas a vertebrados, y sus ortólogos en vertebrados son los 
pertenecientes a la familia Six2 (Seo et al., 1999), si bien hay otras dos familias de 
genes Six en vertebrados, cada una con un representante en Drosophila (Seo et 
al., 1999). So codifica para una proteína que tiene un dominio HD conservado 
(Cheyette et al., 1994b) que sirve de unión al ADN, y un dominio SIX (ver revisión 
(Kawakami et al., 2000)) el cual funciona como un dominio de unión a proteínas. 
Gracias a este dominio, So puede interaccionar con el represor Groucho y como 
ya hemos mencionado anteriormente, también interacciona con Eya (Kenyon et 
al., 2003b; Kenyon et al., 2005); (Pignoni et al., 1997a). Los mutantes heteroalélicos 
para sine oculis tienen un fenotipo de reducción de ojo y los mutantes nulos 
causan letalidad (Cheyette et al., 1994b). Esto sugiere que sine oculis tiene un 
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papel esencial durante el desarrollo de ojo, pero además so es importante para el 
desarrollo del completo sistema visual. Así, so no sólo se expresa en el primordio de 
ojo durante L3, sino que también se expresa durante el desarrollo embrionario en 
el dominio conocido como la región de ojo de la que surgen las diferentes 
estructuras del sistema visual, incluidos los globos ópticos. Durante el estadio 12 se 
produce la invaginación del primordio del globo óptico desde el ectodermo, 
pero en mutantes para so esta invaginación no se produce  (Cheyette et al., 
1994b). Hacia la mitad del estadio embrionario, sólo el primordio de ojo mantiene 
la expresión de so (Chang et al., 2003) que más tarde es apagada para 
reaparecer durante las últimas etapas del estadio larvario. En L2 so comienza a 
expresarse en el margen posterior del disco de ojo, justo después de la aparición 
de Eya. Se sabe que Eya activa la transcripción de so y ambos genes se regulan 
mutuamente, siendo el efecto de So sobre eya más débil que en el caso opuesto 
(Pignoni et al., 1997a). Durante L3, conforme avanza el surco morfogenético, sine 
oculis se expresa tanto anterior como posteriormente al MF y su función es 
requerida para el correcto avance del mismo (Cheyette et al., 1994b); (Pignoni et 
al., 1997a). Además, sine oculis se expresa en el epitelio en desarrollo posterior al 
MF, donde tiene un papel en la diferenciación neuronal (Cheyette et al., 1994b); 
(Pignoni et al., 1997a). So, como ya se ha descrito en el apartado anterior, 
interacciona directametne con Eya y forman un completo que es requerido para 
la expresión de dachshund y la correcta diferenciación de la retina (Chen et al., 
1997a). Al igual que ocurre con Eya, So es capaz de inducir la formación ectópica 
de ojo (Weasner et al., 2007). 
 
7.6 dachshund (dac) 
 
dachshund es el último en ser activado en la vía de señalización de este grupo 
de genes tempranos de la retina. Se trata de un gen relacionado lejanamente 
con la familia de proto-oncoproteínas y co-represores Ski/SnoN (Hammond et al., 
1998); (Mardon et al., 1994a). En su secuencia, dac contiene dos dominios 
altamente conservados, conocidos como dominio Dachshund 1 (DD1) y dominio 
Dachshund 2 (DD2) ((Hammond et al., 1998)). El dominio DD1 es el más 
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conservado entre Drosophila y mamíferos ((Hammond et al., 1998); (Kozmik et al., 
1999) y es el que resulta esencial para la función de dac y su localización nuclear 
(Tavsanli et al., 2004). Sin embargo, el dominio DD2 también es importante, pues 
es el que interacciona con el dominio ED de Eya ((Chen et al., 1997)).  
La expresión de dac comienza en L2, sólo después de que Eya sea activado y su 
patrón de expresión es similar al de Eya, en el margen posterior del disco. En L3, 
una vez comenzada la retinogénesis, dac se expresa en el MF y en las células 
localizadas inmediatamente posterior a éste, las cuales ya están determinadas 
como células de retina (Mardon et al., 1994). A pesar de que dachshund no es 
requerido para la progresión del surco morfogenético, sin embargo, es requerido 
para el avance del mismo y el correcto ensamblaje de los ommatidios en el ojo 
compuesto de Drosophila (Brás-Pereira et al., 2015; Mardon et al., 1994). Dac en 
colaboración con la vía de Dpp actúa para reprimir Hth y asegurar la transición 
entre las células progenitoras y precursoras, promoviendo así la diferenciación de 
las células de la retina (Brás-Pereira et al., 2015). 
dachshund no sólo se expresa en el primordio de ojo, también se ha encontrado 
su expresión en el disco de pata y en el globo óptico ((Brás-Pereira et al., 2015; 
Mardon et al., 1994)). En el globo óptico la expresión de dac comienza al mismo 
tiempo que la diferenciación de las células de la lámina (L3 temprana), siendo 
por tanto un buen marcador de diferenciación de este primer ganglio óptico. 
Dac es detectado tanto en las células precursoras de la lámina como en las 
neuronas de la lámina completamente diferenciadas ((Brás-Pereira et al., 2015; 
Mardon et al., 1994); (Huang and Kunes, 1996).  
 
Otros genes involucrados en el desarrollo de la retina. 
 
7.7 teashirt y tiptop (tsh/tio) 
 
teashirt (tsh) codifica para una proteína con 3 dominios zinc-finger (Fasano et 
al., 1991). Cuando tsh, es expresado ectópicamente, es capaz de inducir ojo 
ectópico en las regiones de la cabeza y antena, al igual que ocurre con tio, 
aunque no en otras regiones (Bessa et al., 2002; Pan and Rubin, 1998; 
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Papayannopoulos et al., 1998). Si bien, tio es más eficiente en la formación 
ectópica de ojos (Datta et al., 2011). Por otra parte, cuando la expresión de tsh es 
mantenida se produce una represión de la diferenciación del ojo (Singh et al., 
2002; Singh et al., 2004), y es que teashirt se expresa en el disco de ojo en L3 con 
un patrón de expresión similar a ey y toy y forma un complejo con ey y hth en el 
dominio II. En este dominio II o estado 2 teashirt como parte del complejo 
tsh/hth/ey promueve la proliferación celular e inhibe la expresión prematura de los 
genes eya, so y dac (Bessa et al., 2002b). tiptop (tio) es otro gen con dominios 
zinc-finger, el cual es esencial para la fertilidad y el desarrollo normal de 
Drosophila. tio presenta un patrón de expresión coincidente con el de tsh en el 
disco de ojo, así como en los discos de pata y ala (Bessa et al., 2009; Laugier et al., 
2005)).  tio y tsh parecen tener una función redundante en los primordios de ojo, 
pata y ala donde se coexpresan y la represión de cualquiera de estos genes, 
resulta en una desrepresión de su parálogo para compensar su déficit (Bessa et 
al., 2009; Laugier et al., 2005), lo que indica que estos genes se regulan negativa y 
mutuamente para mantener sus niveles de expresión. 
 
8. Redes génicas que actúan durante el desarrollo de la retina de 
Drosophila. 
 
Para el correcto desarrollo del ojo compuesto de Drosophila, así como durante 
cualquier proceso durante el desarrollo de un órgano o tejido, las células 
necesitan enviar y recibir información para determinar su posición y función 
dentro del futuro órgano. Esta comunicación celular tiene lugar mediante 
moléculas de señalización intercelular que pertenecen a diversas rutas de 
señalización. En particular, durante el desarrollo de la retina de la mosca las vías 
de señalización que juegan un papel importante son: hedgehog (Hh) que 
corresponde a Shh en vertebrados, Decapentaplegic (Dpp) que corresponde a 
BMP4 en vertebrados, Notch, wingless (wg) que corresponde a la vía canónica de 
Wnt en vertebrados, EGFR y JAK/STAT.  En este trabajo, nos centramos en las vías 
de señalización de Wg, Dpp y Hh, y se describen en el capítulo primero de esta 
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tesis, en una comparativa entre el desarrollo de la retina y el desarrollo del globo 
óptico de Drosophila.  
 
 
9. Desarrollo del primordio de globo óptico. 
 
El globo óptico está dividido en cuatro capas o ganglios subyacentes a la 
retina en el adulto. Estos ganglios son la lámina, como primer ganglio subyacente 
a la retina, la médula como segundo ganglio y finalmente el complejo de la 
lóbula, subdividido en la lóbula y la placa de la lóbula, quedando este complejo 
en estrecho contacto con el hemisferio cerebral (Figura_	 10). Durante los estadios 
larvarios su conformación es algo diferente y no adopta la estructura final hasta 
sufrir metamorfosis durante la pupación. 
 
 
Como ya ha sido comentado, el primordio del globo óptico se establece 
durante los estadios embrionarios 11-12, en los que ya pueden distinguirse dos 
regiones o labios, el interior (IOA) y el exterior (OOA) que formarán durante los 








Externo (OPC), respectivamente. El OPC tiene forma de herradura en la superficie 
del globo óptico (Figura 4, Introducción Capítulo 1) y el IPC tiene una estructura 
creciente en la posición más interior del cerebro con respecto al OPC (Figura 4, 
Introducción Capítulo 1). 
Tanto el IOA como el OOA permanecerán inactivos hasta que el embrión 
eclosione como larva de primer estadio, en este momento las células comienzan 
a dividirse por la activación del gen trol. Estas primeras divisiones parecen estar 
sincronizadas (White and Kankel, 1978) y continúan hasta el comienzo de la 
pupación. Un total de aproximadamente 3000 células son producidas en las áreas 
mitóticamente activas del globo óptico (Campor-Ortega y Hartenstein, 1985). El 
OPC representa una de las áreas mitóticas principales del globo óptico (Hofbauer 
and Campos-Ortega, 1990), y dará lugar a la lámina y la médula externa (o 
córtex medular). El IPC, la segunda área en importancia de actividad mitótica en 
el globo óptico, representa una reserva de células que formará la médula interna 
y el complejo de la lóbula.  El OPC está formado por un Neuroepitelio (Ne) en el 
cual las células se dividen activamente y de forma simétrica para dar lugar en la 
región lateral o anterior a las LPCs y en la región medial o posterior a los 
neuroblastos de la medula (NB) (Egger et al., 2007).  
 
Las moléculas de secreción Wingless (Wg) y Decapentaplegic (Dpp) juegan un 
importante papel en regular tanto la proliferación de los precursores del globo 
óptico como su consiguiente diferenciación (Kaphingst and Kunes, 1994; Yoshida 
et al., 2005). wg se expresa en ambos extremos de la herradura (OPC), así como 
en los extremos del IPC, e induce la expresión de dpp en las células vecinas. La 
ausencia de uno de estos genes causa un defecto en la proliferación del OPC, 
resultando en una disminución de tamaño y causando problemas para la 
diferenciación de la lámina y la médula. Lo mismo ocurre en mutantes de los 
genes minibrain (Tejedor et al., 1995) y dally (division abnormally delayed) (Nakato 
et al., 1995). El estricto control genético de la división celular del globo óptico 
debe ser esencial para una regulación precisa del tamaño final del órgano y 
debe coordinarse con el tamaño final del ojo o retina, de manera que, el número 
de PRs debe de estar compensado con el número de neuronas diana para sus 
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axones. De hecho, la comunicación entre poblaciones celulares presinápticas y 
postsinápticas es una característica central de los mecanismos que generan el 
ensamblaje ordenado de neuronas interconectadas. 
Durante el estadio larvario 3, algunas de estas células de la lámina y de la 
médula comienzan a diferenciarse en neuronas y glía (Green et al., 1993; 
Hofbauer and Campos-Ortega, 1990) y esta diferenciación está acompañada 
por la inervación del primer y segundo ganglio del globo óptico por los axones de 
los fotorreceptores (PRs) (Kunes et al., 1993). Los PRs 1-6 se encargan de la 
detección de movimiento y los PRs 7-8 están especializados en la detección del 
color y de la luz polarizada. Los axones R1-R6 terminan en la lámina, formando 
unidades sinápticas discretas llamadas cartuchos, con las neuronas de la lámina 
L1-L5, interneuronas centrífugas y amacrinas. La médula subyacente está dividida 
de forma similar en módulos columnares. Este ganglio está además organizado en 
10 capas paralelas M1-M10. Los axones R8 y R7 terminan en las capas M3 y M6, 
respectivamente. Las diferentes capas o ganglios no tienen unidades sinápticas 
aisladas, sino que forman parte de un complejo circuito interconectado.  
Durante el tercer estadio larvario, tanto el ojo adulto como su estructura diana 
comienzan a diferenciarse. En el disco imaginal de ojo, como se comenta en el 
apartado anterior, la secuencia fijada del ensamblaje de ommatidios es iniciada 
en el surco morfogenético. En el caso de la lámina, la diferenciación ocurre en 
una progresión temporal en el eje anteroposterior del primordio de la lámina. 
Cada nueva fila de axones de la retina que entra en el cerebro adquiere una 
posición más anterior en la lámina e induce una población más anterior de 
Células Precursoras de la Lamina (LPCs) para entrar en fase S, sufrir una última 
mitosis, y proceder a la diferenciación neuronal. La interacción entre los nuevos 
axones que llegan y las LPCs ocurre en una indentación morfogenética conocida 
como el surco de la lámina (LF), donde los axones entran en estrecho contacto 
con las LPCs (Selleck et al., 1992). Su llegada y la liberación de la proteína 
Hedgehog en los globos ópticos en desarrollo induce la diferenciación de las 
células de la lámina en neuronas y glía (Huang and Kunes, 1996b). Es por ello que, 
en la lámina en desarrollo, la diferenciación depende de las señales recibidas por 
las fibras retinales que van llegando y es así estrictamente acoplada a la 
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diferenciación del ojo. La diferenciación de las primeras neuronas de la lámina 
tiene lugar una vez que ya hay 4 o 5 filas de fotorreceptores diferenciados en el 
ED.  
Durante la diferenciación de la lámina la LF se extiende hacia afuera en un 
semicírculo y pasa a través del OPC donde se originan las células que formarán la 
lámina. A medida que el surco de la lámina avanza hacia afuera, las células a su 
paso paran su ciclo en G1 (Selleck et al., 1992). Los axones recientemente 
llegados desencadenan dos eventos en la región de la lámina, por un lado, que 
se complete la última división celular, y por otro, la diferenciación neuronal de las 
LPCs. La proteína Hh liberada por los axones de los PRs que llegan al OL es la 
responsable no sólo para los primeros pasos de la diferenciación de LPCs en 
neuronas de la lámina (No así para los últimos pasos de la diferenciación de estas 
neuronas, ver Huang y Kunes, 1996), sino que es la molécula inductora de la última 
división mitótica que sufren las LPCs en la LF, quedando posteriormente paradas 
en G1. De no producirse esta última división las LPCs no adquieren la 
competencia necesaria para expresar el primer marcador de diferenciación de 
la lámina, dachshund (dac) (Huang and Kunes, 1996).  
A pesar de estos conocimientos, y que la anatomía y conectividad de la 
lámina se han estudiado en detalle (Fischbach and Dittrich 1989; Meinertzhagen 
and O’neil, 1991; Rivera-Alba et al., 2011), no se conoce cómo son generadas las 
LPCs a partir del Ne, es decir qué genes son los responsables de que las células 
proliferativas y multipotentes del Ne adquieran el compromiso de convertirse en 
LPCs. De hecho, se conocen varios marcadores de las células Ne, pero todos ellos 
han sido estudiados con el objetivo de esclarecer los procesos de diferenciación 
de estas células en NBs para la consiguiente formación de la médula. 
En el caso de la médula, se conoce algo más sobre las señales que inducen a 
las células neuroepiteliales de la región medial para convertirse en NBs, es decir, 
en los precursores de las neuronas de la médula. Por ejemplo, las células del Ne 
que van a originar los NBs comienzan a expresar el gen pro-neural lethal of scute 
(L(1)sc), marcando el avance de la onda pro-neural hacia la región más lateral 
del Ne (Yasugi et al., 2008). Conforme esta onda avanza se induce la 
diferenciación de los NBs de la medula, los cuales adquieren una posición 
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paralela al eje apico-basal en la orientación de sus centríolos para sufrir una 
división asimétrica, dando así lugar a dos células hijas diferentes, una es un NBs y 
la otra es una célula madre ganglionar (GMC) que a su vez se dividirá para dar 
dos células hijas que diferenciarán, posteriormente, en neuronas y/o glía de la 
médula (Egger et al., 2007a). La expresión de L(1)sc es suficiente para inducir la 
formación de los NBs y es necesaria para el inicio oportuno de la diferenciación 
de los NBs. 
Unpaired (Upd), el ligando de la ruta de señalización JAK/STAT se expresa en la 
región más lateral de las células del Ne, y regula negativamente el avance de la 
onda pro-neural, controlando así el número de NBs en el OL. Esto demuestra una 
vez más la importancia de la coordinación entre crecimiento y especificación, de 
manera, que se adquiera un equilibrio entre el número de neuronas de la lámina 
(limitado por la inervación de los axones) y el número de NBs de la médula, 
ambos provenientes de las células del Ne, generando así un mapa topográfico 
preciso del centro visual.  
Además, la vía de señalización JAK/STAT regula otras dos rutas de señalización 
importantes en la formación y diferenciación de la médula, estas son la vía del 
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y la vía Notch. La vía de 
señalización EGFR es la responsable de promover el avance de la onda pro-
neural, siendo así la responsable de inducir la expresión de L(1)sc. Así mismo, EGFR 
induce la expresión del ligando de Notch, Delta (Dl) y la señal de Notch alarga el 
estado pro-neural. La vía Notch, presenta un bucle de regulación negativa sobre 
sí misma, lo cual permite que las células en su estadio pro-neural se desarrollen 
posteriormente en NBs (Yasugi et al., 2010). 
En términos de regulación del ciclo celular, las células Ne que dan lugar a los 
NBs también sufren una parada del ciclo celular, como las LPCs, antes de 
convertirse en NBs, ésta parada del ciclo celular está regulada por la vía Fat-
Hippo, la cual retrasa la diferenciación, gracias en parte a la molécula E2f, 
encargada de regular el ciclo. En resumen, la progresión de las células Ne en NBs 
está regulada por la vía Notch, y las vías JAK/STAT y Fat-Hippo, por otro lado, 
aceleran el ciclo celular y en consecuencia debilitan la acumulación del ligando 
Delta, modulando así la vía Notch (Reddy et al., 2010b). 
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10. Modelo de vertebrados. Desarrollo del ojo de vertebrados. 
  
El ojo de vertebrados es una estructura formada a partir tanto del mesodermo 
como del ectodermo en la región cefálica del embrión. El desarrollo del ojo en 
vertebrados está íntimamente asociado y coordinado con la especificación y 
desarrollo del neuro-ectodermo que comienza ya al inicio de la gastrulación. Así, 
las señales que inducen y controlan la especificación de la placoda neural en la 
región anterior son a su vez requeridas para la posterior especificación de la 
región del ojo (Chow and Lang, 2001). Algunos de los factores de transcripción 
responsables de la especificación de la placoda neural anterior del embrión 
temprano de vertebrados son: Pax6, Rx, Six3 y Hes1/Rpx, que son a su vez 
esenciales para el desarrollo del ojo. La expresión de estos factores recae aguas 
abajo de la inducción neural (Chow and Lang, 2001). 
 
El desarrollo de ojo en vertebrados puede ser subdividido en varias etapas, que 
a su vez pueden solaparse: (i) La inducción neural en el presunto ectodermo, (ii) 
La subdivisión antero-posterior de la placoda neural, (iii) especificación y 
separación de la región del ojo en el territorio del diencéfalo (cerebro rostral), (iv) 
generación y modelado de la vesícula óptica (v) regionalización de la copa 
óptica de la retina y el epitelio pigmentario de la retina y (vi) especificación y 
diferenciación de los siete tipos de células retinianas the se desarrollan a partir de 
un mismo grupo de células progenitoras de una forma precisa en el tiempo y el 
espacio ((Chow and Lang, 2001; Sinn and Wittbrodt, 2013; Zagozewski et al., 2014).  
 
(i) La inducción neural en el presunto ectodermo 
 
La inducción neural sigue un mecanismo molecular que probablemente puede 
ser generalizado para todos los vertebrados (Wilson and Houart, 2004). Factores 
de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (Fgf) son secretados antes 
del comienzo de la gastrulación y determinan el tejido neural (Gamse and Sive, 
2001; Wessely et al., 2001; Wilson et al., 2000), cuando la señalización mediada por 
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Wnt es suprimida (Niehrs, 1999; Stern, 2006). Para establecer y mantener el tejido 
neural como tal es requerida la presencia de moléculas tales como Chordin, 
Noggin, Follistatin, Cerberus y xnr3 que antagonizan con la señalización de la 
proteína BMP (del inglés, Bone Morphogenetic Protein) (Bouwmeester et al., 1996; 
Hemmati-Brivanlou et al., 1994; Niehrs, 2001). Las mencionadas moléculas son 
secretadas por los centros organizadores, tales como el organizador Spemann (en 





tejidos	 diferenciados	 del	 ojo	 están	 coloreados	 de	 la	 siguiente	 manera:	 azul,	 lente/córnea;	 verde,	 retina	
neural;	 amarillo,	 epitelio	 pigmentoso	 de	 la	 retina	 (RPE);,	 lila,	 tallo	 óptico	 (en	 este	 caso	 solo	 se	 colorea	 la	
región	 ventral);	 rojo,	 mesénquima	 ventral	 del	 cerebro	 rostral;	 gris,	 mesénquima.	 (A)	 La	 formación	 de	 la	
vesícula	óptica	es	iniciada	con	la	evaginación	(indicada	por	la	flecha)	de	la	región	del	primordio	del	cerebro	




primordio	 de	 la	 lente;	 M,	 mesénquima;	 VF	 cerebro	 rostral	 ventral;	 PCM,	 mesodermo	 precordal.	 (B)	 El	
crecimiento	continuo	de	la	vesícula	óptica	culmina	con	un	período	de	estrecho	contacto	con	la	placoda	de	la	
lente	 (LP)	 y	 el	 primordio	 de	 la	 retina	 neural	 (NR)	 durante	 el	 cual	 importantes	 señales	 inductivas	
probablemente	son	 intercambiadas:	RPE,	primordio	del	epitelio	pigmentoso	de	 la	 retina;	VOS,	 tallo	óptico	
ventral;	DOS,	tallo	óptico	dorsal.	(C)	Invaginación	de	la	vesícula	óptica	resulta	en	la	formación	de	la	vesícula	
de	 la	 lente	 (LV)	 y	 de	 la	 retina	 neural	 (NR)	 y	 establece	 la	 completa	 estructura	 del	 ojo.	 (D)	Ojo	maduro:	 C,	
cornea;	LE,	epitelio	de	la	lente;	LF,	células	fibrosas	de	la	lente;	I,	iris;	CB,	cuerpo	ciliar;	GCL,	capa	de	células	
ganglionares;	 INL,	capa	 interna	nuclear;	ONL,	capa	externa	nuclear;	ON,	nervio	óptico.	 Imagen	adaptada	y	
traducida	de	Chow	y	Lang	(2001).	
 
(ii) La subdivisión antero-posterior de la placoda neural 
 
Previamente a la especificación de la región del ojo, así como el telencéfalo y 
diencéfalo, la placa neural anterior tiene que ser subdividida en las regiones 
anterior y posterior, este proceso es mediado por la vía de señalización de Wnt 
que promueve la especificación en la región posterior (Kiecker and Niehrs, 2001; 
Lekven et al., 2001). Mutantes para la vía Wnt carecen de ojos, así como de 
telencéfalo, mientras que en diencéfalo se expande hacia la región anterior 
(Heisenberg et al., 2001). Varios de los genes importantes para la especificación 
de la región anterior de la placa neural, incluido Wnt, son también necesarios 
para la especificación de la región del ojo.  
Otx es un miembro de la familia de factores de transcripción orthodenticle. Si 
bien, Otx es restringido a la región anterior hacia el final de la gastrulación 
(Bovolenta et al., 1997; Simeone et al., 1993)), no está presente en la región del ojo 
definida por la expresión del gen Rx (Andreazzoli et al., 1999). Sin embargo, a 
pesar de no ser requerido de forma autónoma celular para la inducción del tejido 
neural anterior, si es requerido para el mantenimiento de la especificación de la 
región del ojo, pues en mutantes Otx-/- los marcadores de ojo y cerebro rostral, 
tales como Six3 y Hesx1/Rpx no pueden mantener su expresión (Rhinn et al., 1998). 
Otx vuelve a expresarse más tarde durante el desarrollo en la vesícula óptica, 
siendo más tarde restringido al RPE (epitelio pigmentado de la retina) (Bovolenta 
et al., 1997; Simeone et al., 1993).  
Hesx1/Rpx es un factor de transcripción de los pertenecientes a la familia con 
dominio paired-like y se expresa en la región anterior de la placa neural durante 
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la etapa temprana de gastrulación en ratón y posteriormente su expresión se 
restringe a la pituitaria anterior (Hermesz et al., 1996). En mutantes para hesx1 se 
han observado defectos en el desarrollo de ojo, aunque este fenotipo podría ser 
una consecuencia de la reducción del cerebro rostral más que un papel directo 
de Hesx1 sobre el desarrollo del ojo (Dattani et al., 1998). 
Pax 6 es un gen homeobox con un dominio paired-like y un dominio box-paired 
que ha mantenido un alto nivel de conservación a lo largo de la evolución 
(Callaerts et al., 1997); (Cvekl and Piatigorsky, 1996), presente tanto en 
vertebrados como en invertebrados. En vertebrados, Pax6 se expresa primero 
hacia el final de la gastrulación en la placa neural anterior ((Del Rio-Tsonis et al., 
1995; Grindley et al., 1995; Hirsch and Harris, 1997; Li et al., 1994; Püschel et al., 
1992a; Walther and Gruss, 1991). Conforme avanza la neurulación la expresión de 
Pax6 se encuentra en las vesículas ópticas, así como en el ectodermo que 
formará las lentes. Pax6 también se expresa en los siguientes estadios del 
desarrollo del ojo (ver sección iii), de hecho, si bien los mutantes heterocigotos 
para Pax6 solo muestran un fenotipo de reducción del tamaño de los ojos en 
ratón (Small eye) (Hill et al., 1991; Hogan et al., 1986), la mutación en homocigosis 
a pesar de producir la copa óptica, la diferenciación en la futura retina neural o 
en el RPE se ve comprometida (Grindley et al., 1995). Además, Pax6 no sólo es 
capaz de inducir la formación de ojo ectópicamente en Drosophila, sino también 
en ratón (Halder et al., 1995b), ascidias (Glardon et al., 1997) y calamar (Tomarev 
et al., 1997), revelando un alto grado de conservación evolutiva. Por otra parte, se 
ha visto que Pax6 juega un papel esencial en el mantenimiento del estado 
multipotente de las células progenitoras de la retina , sin embargo, Pax6 no 
parece ser requerido para el mantenimiento de la identidad de la retina, ya que 
los genes Rx1, Six3, Six6 y Lhx2 no se ven afectados en el tejido analizado en 
mutantes quimeras para Pax6 ((Marquardt et al., 2001; Tomarev et al., 1997). 
Six3/Optix2, son dos genes relacionados con los miembros de la familia SIX-
homeodomain (de la cual sine oculis es el miembro fundador) y comparten 
alrededor de un 90% de la secuencia proteica con Optix, otro gen SIX-
homeodomain de Drosophila (Toy et al., 1998). SIX3 juega un importante papel en 
el desarrollo de la placoda anterior neural, así como en el desarrollo del ojo.  
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Ambos genes, Six3 y Optix2 se expresan en la gástrula, pero sólo Six3 se expresa 
en la región del ojo (Bovolenta et al., 1998; Granadino et al., 1999; Jean et al., 
1999; Loosli et al., 1998; Oliver et al., 1995; Zuber et al., 1999). Ambos genes se 
expresan más tarde en la vesícula óptica, así como en estadios posteriores (ver 
XX). Parece ser que el papel de Six3 en la especificación de la placoda neural 
anterior está conservado evolutivamente y es una característica muy ancestral, 
evolutivamente hablando (Arendt and Wittbrodt, 2001; Sinigaglia et al., 2013). 
Rx es un gen homeobox con un dominio paired-like que tiene un papel 
esencial en el desarrollo temprano del ojo a juzgar por su patrón de expresión y 
por los fenotipos como resultado de su pérdida de función (Furukawa et al., 1997; 
Mathers et al., 1997; Zhang et al., 2000). Rx se expresa en la placoda anterior 
neural y tras la neurulación se expresa abundantemente en las vesículas ópticas, 
así como más tarde en la retina neural. En algunos casos los mutantes Rx-/- pierden 
totalmente el cerebro rostral, en otros casos el cerebro rostral está presente pero 
no se forma la vesícula óptica y la región donde normalmente se formaría la 
vesícula óptica carece de los marcadores Pax6, Six3 y Optix2 (Zhang et al., 2000). 
 
(iii) Especificación y separación de la región del ojo 
 
Los mismos genes anteriormente mencionados, Six3, Rx3 y Pax6 especifican la 
región del ojo en una única y céntrica región en la placa neural anterior. Justo 
después, comienzan a ser secretados una serie de factores de las familias Tgf-ß, 
Fgf y Shh desde el mesodermo axial subyacente para separar la región del ojo en 
dos primordios bilaterales simétricos. En respuesta a los factores secretados, como 
Tgf-ß las células del futuro hipotálamo migran desde una posición posterior hacia 
la región del ojo. Esta corriente media de células separa la región central y única 
especificada para ojo y establece dos primordios de ojo separados (England et 
al., 2006); (Hirose, 2004; Varga et al., 1999). Algunos de los factores de 
transcripción específicos de ojo adoptan entonces un patrón de expresión en dos 
dominios laterales. La señalización mediada por Shh es crucial para el 
establecimiento de la línea media y los dos dominios laterales que darán lugar a 
sendas y simétricas vesículas ópticas (Chiang et al., 1996). Six3 es el encargado de 
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regular la expresión de Shh en el cerebro rostral en desarrollo. Los mutantes para 
Shh presentan cyclopia, que consiste en la presencia de un único ojo central, 
resultado del fallo para separar la región de ojo en los primordios ojo simétricos y 
bilaterales. La mutación de Six3 también resulta en cyclopia (Carl and Wittbrodt, 
1999).  
 
(iv) Generación y modelado de la vesícula óptica 
 
Tras la bisección de la región del ojo en dos primordios simétricos bilaterales, 
periodo en el que esta región se expande, la vesícula óptica (VO) se forma por 
evaginación del neuroepitelio ventral del cerebro rostral hacia la superficie del 
ectodermo superpuesta (Zagozewski et al., 2014). Esto ocurre al comienzo de la 
neurulación, en el estadio 19-22hpf en pez-cebra, en el estadio E8.5 en ratón y en 
el estadio HH 9-10 (33hpf) en pollo (Hamburger and Hamilton, 1992). En pez-cebra 
la expansión y la evaginación lateral de la vesícula óptica desde el cerebro rostral 
es dirigida por la migración lateral de células progenitoras de la retina (RPCs) que 
expresan rx3 (Rembold et al., 2006).  
A medida que la vesícula óptica se va evaginando, esta se va especificando 
en sus ejes dorso-ventral (D-V) y proximo-distal (P-D). La señalización mediada por 
Shh desde la linea media es necesaria para el establecimiento de estos ejes. En el 
eje D-V Shh establece la identidad ventral de la vesícula óptica, dirigiendo la 
expresión de los factores de transcripción Vax1 y Vax2 (Sasagawa et al., 2002; 
Take-uchi et al., 2003). Más tarde en el desarrollo. Vax1 es restringido al tallo óptico 
(Bertuzzi et al., 1999; Hallonet et al., 1999; Mui et al., 2005) mientras que Vax2 se 
localiza en la región ventral de la retina neural de la copa óptica (Bertuzzi et al., 
1999; Hallonet et al., 1999; Mui et al., 2005) (Barbieri et al., 1999; Mui et al., 2002). 
Pax6 también es requerido para la ventralización de la VO ((Bertuzzi et al., 1999; 
Hallonet et al., 1999; Mui et al., 2005)).  
Shh también es esencial para la especificación P-D de la VO. Shh induce la 
expresión de Pax2 que determina la región del tallo óptico. La represión mutua 
entre Pax2 y Pax6 controla el límite de las regiones que formarán la copa óptica y 
el tallo óptico, siendo Pax6 el que determina la especificación de la copa óptica 
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(Grindley et al., 1995; Krauss et al., 1991; Püschel et al., 1992b; Walther and Gruss, 
1991). La región dorsal de la VO requiere la proteína BMP4, de la familia del factor 
de crecimiento transformante (TGF-ß) que induce la expresión del gen Tbx5, 
específico de la región dorsal. El factor de transcripción Lhx2 con homeodominio 
LIM resulta también esencial para el desarrollo de la VO.  Mutaciones en este gen 
detienen el desarrollo antes de que la VO pueda transformarse en la copa óptica 
(Hägglund et al., 2011; Porter et al., 1997; Yun et al., 2009). En estos mutantes la 
expresión de Tbx5 y Vax2 se ve afectada y por tanto el eje D-V ((Hägglund et al., 
2011; Porter et al., 1997; Yun et al., 2009)). 
 
Figura_	12.	Especificación	del	RPE	y	la	retina	en	la	copa	óptica.	Los	factores	de	transcripción	de	la	región	del	
ojo	Pax6,	Rx,	Otx2,	Six3,	así	como	también	Lhx2	son	requeridos	en	 la	vesícula	óptica	para	 responder	a	 las	




el	 ectodermo	 de	 la	 lente,	 induce/mantiene	 la	 expresión	 de	 Vsx2	 y	 Sox2	 en	 la	 vesícula	 óptica	 distal	 para	




(v) Regionalización de la copa óptica de la retina y el epitelio pigmentario 
de la retina. 
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Durante la evaginación de la vesícula óptica, tanto el dominio de la retina 
neural (RN) como el del epitelio pigmentario de la retina (RPE) son especificados. 
La retina neural se desarrolla desde la porción distal/ventral de la VO, mientras 
que el RPE emerge desde la región dorsal (Hirashima et al., 2008; Kagiyama et al., 
2005). Una vez la vesícula óptica se ha evaginado, sufre una serie de 
transformaciones morfogenéticas para convertirse en una copa óptica (CO) de 
forma hemisférica a partir de la vesícula que tiene forma esférica. La capa 
externa de la copa óptica da lugar al RPE mientras que la capa interna se 
desarrolla en la NR (ver Figura_	11).  
En este estadio (HH14-15 en pollo, E11.5 en ratón y a las 24-30hpf en pez-cebra), 
el epitelio es bipotencial, esto significa que la región que formará la retina puede 
dar a lugar al RPE (Horsford et al., 2005; Rowan et al., 2004) y viceversa, el RPE 
puede dar lugar a la retina con las señales adecuadas (Coulombre and 
Coulombre, 1965; Galy et al., 2002; Stroeva and Mitashov, 1983). El factor de 
transcripción Lhx2 que fuera inicialmente expresado en el territorio del ojo previo a 
su bisección, también es requerido durante la formación de la copa óptica para 
activar la expresión del gen Mitf y otros determinantes de la retina (Yun et al., 
2009; Zuber et al., 2003). Mitf es un factor de transcripción bHLH específico del RPE, 
el más temprano en ser expresado inicialmente en toda la vesícula óptica y 
siendo restringido más tarde por el gen homeobox Vsx2 (también llamado Chx10), 
que inhibe Mitf en el dominio distal. Así, la represión de Mitf por parte de Vsx2 
permite el desarrollo de la región distal de la VO en la retina neural. Vsx2 es, por 
tanto, específico para la retina neural y además controla otros aspectos como la 
proliferación celular (Green et al., 2003)(Sigulinsky et al., 2008).  
Otro factor que induce la expresión de Mitf es TGF-ß, que a su vez induce la 
expresión de Otx2, ambos en la región distal de la VO. ß-catenin es también 
esencial para especificar y mantener la identidad del RPE en la CO, mediante la 
activación de los genes Mitf y Otx2 (Westenskow et al., 2009).    
Para el desarrollo de la retina neural es esencial el contacto de ésta con el 
ectodermo, tanto es así que la retina no llega a desarrollarse cuando se extrae el 
ectodermo quirúrgicamente (Holtfreter, 1939). En anfibios, si la copa óptica se ve 
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forzada a rotar 180 grados de forma que el primordio del RPE queda en la 
proximidad del ectodermo, éste se transformaría en una segunda retina neural 
(Detwiler and Van Dyke, 1953); (Lopashov and Stroeva, 1964); Mikami, 1939). Una 
razón plausible parece ser la secreción de moléculas de señalización desde el 
ectodermo. Entre estas moléculas están, FGF que es esencial para el desarrollo de 
la retina neural y capaz de inducir por sí solo la especificación de la retina neural 
a partir de otros tejidos como el primordio del RPE (Guillemot and Cepko, 
1992)(Opas and Dziak, 1994). FGF es secretado por el ectodermo en contacto 
con el primordio de la retina neural y es necesario para mantener el dominio de la 
RN en la región distal de la vesícula (Hyer et al., 1998). FGF es importante para el 
mantenimiento de la expresión de Vsx2 y la represión de Mitf, permitiendo así que 
el tejido se comprometa a formar la RN. 
En cuanto a la lente, Spemann en 1901 propuso que el desarrollo de la lente 
depende del primordio de la retina. En Xenopus, la especificación de la lente se 
establece justo cuando la vesícula óptica entra en contacto con el ectodermo 
superpuesto de la lente (Henry and Grainger, 1990). En ratón y pollo, también 
ocurre una vez que el contacto entre ambos tejidos es establecido (Furuta and 
Hogan, 1998). 
La expresión de Pax6 es esencial para la inducción de la lente (Ashery-Padan 
et al., 2000). Pax6 se expresa en la superficie del ectodermo superpuesto a las 
vesículas ópticas al comienzo de la diferenciación de la lente y su patrón de 
expresión es restringido más tarde a las células epiteliales proliferativas de la lente 
(Grindley et al., 1995). Mutantes Pax6 carecen de la placoda de la lente y pierden 
la expresión de los genes Six3 y Prox1, sugiriendo que estos se encuentran aguas 
abajo de Pax6. Sin embargo, Six3 es requerido para el mantenimiento y 
activación de pax6 y Sox2, respectivamente (Kamachi et al., 2001). Esto puede 
explicarse porque Pax6 y Sox2 forman un complejo de unión al ADN que regula el 
inicio del desarrollo de la lente (Kamachi et al., 2001) y se ha visto que se regulan 
mutuamente al menos en la neurogénesis del epitelio olfativo de ratones 
(Packard et al., 2016), explicando la carencia de Six3 en mutantes Pax6. 
Por otra parte, BMP4 y BMP7 tienen un patrón de expresión solapante en el ojo 
en desarrollo y también juegan un papel importante en los estadios tempranos del 
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desarrollo de la lente. Mutantes para estos genes pierden la placoda de la lente, 
así como la expresión de Pax6 (Wawersik et al., 1999). En estos mutantes hay un 
fallo en la activación del factor de transcripción Sox2 en el ectodermo de la lente. 
Sox2 y Sox3 se expresan antes de la formación de la placoda de la lente, en la 
superficie del ectodermo ventral, rodeando el primordio de la lente (Kamachi et 
al., 1998). Parece ser que existe una regulación recíproca entre Sox2/3 y Pax6, de 
forma que ayudan a restringir y mantener la expresión de estos genes en la 
placoda de la lente. 
Una vez más, FGF es importante en el desarrollo del ojo, en este caso para el 
desarrollo de la lente. Existe una interacción genética entre FGF y BMP7, de modo 
que ambos cooperan para la activación de la expresión de Pax6 en la placoda 
de la lente. BMP4 y uno o más ligandos FGF regulan directa o indirectamente Sox2 





(vi) Especificación y diferenciación de los siete tipos de células retinianas. 
 
La retina de vertebrados consta de seis tipos de células neuronales y un tipo de 
células de la glia que surgen de un mismo grupo de células precursoras de la 
Figura_	 13.	 Especificación	 de	 la	 lente.	 La	
invaginación	 de	 la	 placoda	 de	 la	 lente	 requiere	 la	
correcta	 especificación	 del	 ectodermo	 de	 la	 lente	
que	 depende	 del	 mantenimiento	 y	 activación	 de	
Pax6	y	Sox2,	respectivamente,	por	parte	de	Six3.	La	
señalización	 de	 FGF	 y	 BMP	 puede	 ser	 también	
requerida	 para	 la	 inducción	 de	 la	 lente.	 En	 la	
vesícula	 óptica	 distal,	 la	 expresión	 de	 BMP4	 y	
BMP7	 es	 crucial	 para	 la	 especificación	 del	
ectodermo	 de	 la	 lente	 y	 la	 invaginación	 de	 la	





retina (RPCs) multipotentes (Turner and Cepko, 1987). En la retina de vertebrados 
la diferenciación de las RPCs sigue un orden estereotípico que está conservado 
entre las diferentes especies de vertebrados (Cepko et al., 1996a; Livesey and 
Cepko, 2001). Las células ganglionares de la retina son las primeras neuronas 
generadas en la retina en todos los vertebrados analizados.  
Desde el lugar de origen de la diferenciación neuronal una ola de 
neurogénesis recorre la retina (Hu and Easter, 1999; Laessing and Stuermer, 1996; 
McCabe et al., 1999; Young, 1985b) y por analogía con Drosophila, Shh ha sido 
propuesto como conductor de esta ola de diferenciación (Neumann and 
Nuesslein-Volhard, 2000). Pero a diferencia de lo que ocurre en Drosophila, el 
inicio de la ola de diferenciación en la retina de vertebrados es independiente de 
Shh (Neumann, 2001).  
Resulta interesante que el punto preciso donde nacen las primeras neuronas 
está estrechamente regulado tanto en el tiempo como en el espacio (Sinn and 
Wittbrodt, 2013). Sin embargo, la localización del centro de neurogénesis se 
encuentra en diferentes posiciones dependiendo de la especie de vertebrado 
analizada. Así, en pez-cebra la fuente que inicia la señal de diferenciación se 
encuentra en el tallo óptico que corresponde a la región ventro-nasal (Masai et 
al., 2000) y desde allí la ola de diferenciación sigue el sentido de las agujas del 
reloj (Ver Figura 49 del Capítulo 2). En embrión de pollo, sin embargo, al igual que 
en muchos otros vertebrados, la diferenciación de la retina es iniciada en un 
dominio central distante del tallo óptico y luego se expande hacia la periferia. 
Pero, tanto en pez-cebra como en pollo, la producción de FGF desde sus 
respectivas fuentes de inicio inducen la diferenciación de las células ganglionares 
de la retina (Martinez-Morales et al., 2005). 
 
Organización de la retina. Las células de la retina se originan en el siguiente 
orden: las células ganglionares de la retina (RGCs), células horizontales seguidas 
de las células fotorreceptoras (conos) se desarrollan durante la primera etapa de 
la histogénesis, y más tarde en la segunda etapa se desarrollan en el siguiente 
orden las células amacrinas, las células bipolares, las células fotorreceptoras 
(bastones) y las células de la glía de Müller (Young, 1985a). Estas células se 
 54 
organizan en la retina madura en una estructura trilaminar que incluye: la capa 
de células ganglionares (GCL), la capa nuclear interna (INL), y la capa nuclear 
externa (ONL). Sobre esta última capa, la ONL, se encuentra el epitelio 
pigmentoso (RPE). Las proyecciones de las células de la retina y como 
consecuencia, las conexiones sinápticas que tienen lugar entre ellas, están 
organizadas en dos capas adicionales conocidas como capas sinápticas interna 
y externa (ver imagen).  
En la GCL es la capa más interna de la retina donde se encuentran las células 
ganglionares, seguidamente se encuentra la capa plexiforme (o sináptica) interior 
que alberga las proyecciones de las células ganglionares así como las 
proyecciones de las células amacrinas y bipolares que residen en la INL. Sobre la 
INL se encuentra la capa sináptica externa que contiene las proyecciones tanto 
de las células horizontales como los axones de las células fotorreceptoras que se 
encuentran justamente encima en la ONL. Las células de Müller son células de 
glía radial que dan soporte al resto de células de la retina, sus núcleos se 
encuentran en la capa nuclear interna pero sus prolongaciones se extienden 
abarcando todas las capas retinianas. Hay que decir que a pesar de que todos 
los vertebrados comparten estos tipos celulares y su organización, el subtipo 
celular y el número de células puede variar de un organismo a otro (Fadool and 
Dowling, 2008).  
 
Fisiología. En el ojo de vertebrados, la luz entra a través de la pupila y después 
de ser enfocada a través de la lente atraviesa todas las capas celulares de la 
retina hasta alcanzar la ONL. En la ONL, residen las células fotorreceptoras que 
convierten la luz en impulsos eléctricos que son semi-procesados por la red neural 
de la INL, llegando finalmente a las células ganglionares, cuyos axones convergen 
en una pequeña área de la retina, llamada “punto ciego” o “papila”, porque 
carece de fotorreceptores, donde forman el nervio óptico que viaja hacia el 








formar	 el	 haz	de	 fibras	del	 nervio	óptico.	 En	 la	 región	 inferior	 de	 la	 imagen	está	 representado	el	 epitelio	
pigmentado.		
 
Desarrollo de la retina. Las células precursoras de la retina requieren la 
expresión de Pax6 para ser mantenidas en un estado multipotencial (Marquardt et 
al., 2001). Como ya se ha mencionado anteriormente, Vsx2 juega un papel crítico 
en la proliferación de las RPCs, presentando los mutantes ojos de menor tamaño 
con una severa reducción en la proliferación celular (Burmeister et al., 1996).  
Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, el punto de inicio de la 
diferenciación de la retina, así como la dirección de la onda de diferenciación, 
son diferentes según el organismo, pero todos los vertebrados comparten el 
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hecho de que las células ganglionares son las primeras en comenzar su 
diferenciación.  
El factor de transcripción bHLH Atho7 (anteriormente Math5) es requerido para 
la especificación de las RGCs. El factor de transcripción con homeodominio POU, 
Brn3b (también conocido como Pou4f2) es requerido para la completa 
diferenciación de las RGCs. Atho7 no sólo especifica las RGCs, sino que activa 
genes necesarios para su diferenciación, activando así Brn3b (Brown et al., 2001; 
Wang et al., 2001). Por su parte, el gen homeobox Dlx también juega un papel 
importante en la diferenciación de las RGCs mediante la regulación del receptor 
de la neurotrofina Trkb(de Melo et al., 2008). Un reciente trabajo de Zhang y 
colaboradores (Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2017) muestra que DLX1 y DLX2 
regulan la expresión de Brn3b. Resulta interesante que un año antes Chunsheng 
Qu y colaboradores publicaran que Fezf2, un factor de transcripción con 6 
dominios Zinc-finger, regula la transcripción de Brn3b y la supervivencia de las 
RGCs. Además, Fezf2 se une y activa la región reguladora de Brn3b (Qu et al., 
2016b).  
Las células horizontales son las encargadas de mediar las interacciones entre 
los fotorreceptores y las células bipolares en la capa sináptica externa. El factor 
de transcripción “forkhead/winged” Foxn4 es esencial para el desarrollo de las 
células horizontales, así como también para el desarrollo de las células amacrinas, 
mediante la activación de los genes cut1 y Ptf1a (Fujitani et al., 2006). Los genes 
homeobox Prox1 y Lhx1 que están aguas abajo de Onecut1 y Ptf1a, son 
esenciales para la diferenciación de las células horizontales y su posición, 
respectivamente (Dyer et al., 2003; Fujitani et al., 2006; Poche et al., 2007).  
Las células fotorreceptoras son las encargadas de convertir la luz en señales 
visuales mediante fototransducción. El gen Otx2, además de especificar el 
cerebro rostral y el RPE, es requerido para especificar las células fotorreceptoras, 
conos y bastones. La importancia de la función de Otx2 en la retina se ve 
reflejada por muchas anomalías oculares como la microftalmia y anoftalmia 
(Beby and Lamonerie, 2013; Ragge et al., 2005). El miembro relacionado con la 
familia de Otx, Crx, es requerido para el desarrollo y mantenimiento de los 
fotorreceptores (Furukawa et al., 1999). Mutantes para Crx desarrollan retinitis 
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pigmentosa (Sohocki et al., 1998). Una vez especificados, conos y bastones 
dependen de una serie de factores de transcripción adicionales para su 
diferenciación, como Nrl (para la diferenciación de los bastones) (Mears et al., 
2001; Sohocki et al., 1998) y TrB2 (para la diferenciación de los conos) (Mears et al., 
2001)(Swaroop et al., 2010), aunque la diferenciación de los conos no está muy 
bien estudiada (Zagozewski et al., 2014). 
Las células amacrinas, localizadas en la capa nuclear interna extienden sus 
procesos a la capa sináptica interna para mediar las interacciones laterales entre 
células bipolares y las RGCs. La especificación de las células amacrinas requiere 
muchos de los mismos genes necesarios para especificar las células horizontales, 
como es el caso para los genes Foxn5 y Ptf1a, que cae aguas abajo de Foxn5 
(Fujitani et al., 2006; Li et al., 2004). Parece ser que una red reguladora de genes, 
donde la expresión en paralelo de Ptf1a y los genes bHLH Math3/NeuronD dirige 
la producción de células amacrinas RPCs Foxn4+ mientras que una población 
sistinta de RPCs Foxn4- también requiere de los mismos genes Math3/NeuronD 
para determinar una subpoblación de células amacrinas (Inoue et al., 2002). 
Existen muchos subtipos de células amacrinas (Inoue et al., 2002; Masland, 2012).  
Las células bipolares conectan los fotorreceptores con las RGCs, al mismo 
tiempo que interactúan con células amacrinas y horizontales durante este 
proceso. Vsx2 es crucial también para la especificación de las células bipolares 
(Burmeister et al., 1996). Así Blimp1 restringe los precursores Otx2+ para evitar la 
formación de células bipolares en favor de los fotorreceptores mediante la 
represión de Vsx2 (Brzezinski et al., 2013; Burmeister et al., 1996; Nishida et al., 2003). 
Y por contra Vsx2 reprime la formación de los fotorreceptores en favor del 
desarrollo de las células bipolares (Dorval et al., 2006; Livne-Bar et al., 2006). 
También existen muchos subtipos de células bipolares definidos por un patrón de 
expresión génico único (Star et al., 2012).  
Las células de la glía de Müller son las últimas en ser producidas y sus procesos 
celulares se extienden abarcando todas las capas retinianas para dar apoyo a las 
demás células de la retina y a su funcionamiento. 
 
Proliferación celular en el ojo adulto. ZONA MARGINAL CILIAR. 
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En la retina existe neurogénesis persistente durante toda la vida en peces y 
anfibios en la llamada zona marginal ciliar (CMZ), localizada en la parte anterior 
del globo ocular. Esta capacidad se ha perdido especialmente a lo largo de la 
evolución en mamíferos. No obstante, se conservan células madre y progenitoras 
retinianas en el cuerpo ciliar de todos los mamíferos estudiados, en las cuales es 
posible inducir su diferenciación en neuronas de la retina tanto in vitro como in 
vivo (Ahmad et al., 2000; Cepko et al., 1996b; Martínez-Navarrete et al., 2008; Reh 
and Fischer, 2001; Xu et al., 2007). En peces y anfibios, el crecimiento contínuo del 
ojo durante toda la vida se ve acompañado de un proceso de retinogénesis de 
las células madre neurales, la cual tiene lugar en la ya mencionada CMZ, un área 
germinal circular localizada en el borde anterior de la retina periférica (Amato et 
al., 2004; Hitchcock et al., 2004; Reh and Levine, 1998); (Moshiri et al., 2004; 
Raymond et al., 2006). Parece ser que las aves también presentan una CMZ con 
capacidad proliferativa y neurogénica, pudiendo producir nuevas neuronas de la 
retina en estado adulto, aunque esto ocurre de forma mucho más pausada que 
durante el desarrollo embrionario (Figura_	15) (Fischer and Reh, 2000; Fischer et al., 
2013; Ghai et al., 2008; Kubota et al., 2002). Estas células expresan la mayoría de 
factores presentes durante la diferenciación embrionaria de la retina (Raymond 
et al., 2006), siendo capaces de auto-renovarse y diferenciarse en células de la 
retina incluso después de que la diferenciación de la retina haya concluido 




Figura_	 15.	Anatomía	 comparada	de	 la	 región	 de	 la	 CMZ	de	 diferentes	 clases	 de	 vertebrados,	 incluidos	
pez-cebra	 (pez),	 rana	 (anfibio),	 pollo	 (ave)	 y	 ratón	 (mamífero).	 A	 la	 izquierda	 se	 incluyen	 ilustraciones	 de	
secciones	 longitudinales	 de	 ojo	 de	 las	 distintas	 clases	 de	 vertebrados	 a	 escala.	 Las	 ilustraciones	 incluyen	


















































Estudio de la red de regulación génica que especifica 




1. Diferencias y similitudes entre la retina de vertebrados y la retina 
de Drosophila. 
En la naturaleza existen ojos con una gran diversidad morfologica, tipos de 
receptores y estructura de sus lentes (cuando presentan esta última), por ello, se 
ha propuesto que los sistemas visuales han evolucionado una y otra vez (Nilsson, 
2004). Incluso en un mismo organismo como Drosophila, podemos encontrar 
varios tipos de ojos: ojos simples (ocelos), ojos compuestos y el ojo de la larva 
(órgano de Bolwig), siendo éste último un tipo de órgano fotosensible. Cada uno 
de ellos varía en morfología, pero también en el tipo y composición de sus 
fotorreceptores, así como en la presencia/ausencia de lente.  
Una diferencia importante entre la retina de vertebrados y el sistema visual de 
Drosophila radica en el hecho de que la retina de vertebrados está formada 
por una estructura estratificada (Piccolino et al. 1989; Ramón y Cajal y Sanchez 
1918) que contiene tanto fotorreceptores como las neuronas que procesan y  
 que contiene tanto fotorreceptores como las neuronas que procesan y 
transducen la información visual recibida por aquéllos, además del hecho de 
que todos estos tipos celulares se originan a partir de una misma fuente de 
progenitores. En el caso de Drosophila, lo que denominamos “retina” queda 
restringido a la capa externa del ojo, compuesta únicamente por 
fotorreceptores y células accesorias. Sin embargo, las neuronas diana de estos 
fotorreceptores encargadas de procesar la información y transmitirla al cerebro 
se encuentran en el globo óptico (“Optic Lobe”, OL) subyacente. Esta 




primeros estadios del desarrollo (Green et al., 1993; Chen, 1929; Madhavan and 
Schneiderman, 1077). 	
Así mismo, retina y OL se forman a partir de primordios diferentes y por tanto 
a partir de células progenitoras de diferentes fuentes; del disco de ojo, en el 
caso de la retina y de los neuroepitelios interno (IOA) y externo (OOA), en el 
caso de los globos ópticos. Sin embargo, ambos primordios, así como el ojo de 
la larva, se originan de una misma región del embrión que corresponde al 
ectodermo dorsolateral de la cabeza que se conoce como la “región visual” 
(Green et al., 1993). Esta región está definida por el gen temprano de ojo, sine 
oculis (Cheyette et al., 1994; Daniel et al., 1999), por tanto, ambas estructuras 
tienen un origen embrionario y genético común. No obstante, resulta 
sorprendente observar que, pese a las disparidades morfológicas de los sistemas 
visuales de diferentes organismos, todos ellos están controlados por redes 
génicas (RGs) que comparten muchos de sus elementos clave (Figura 3; 
Gehring, 2005). Estas similitudes genéticas implican que todos los ojos han 
evolucionado desde un prototipo ancestral común, algo que ya se planteaba 
hace más de 150 años, (Darwin, 1859; Arendt et al., 2004; Lamb et al., 2009; Lamb 
et al., 2013). 
Dentro de este escenario evolutivo existen dos hipótesis distintas (ver revisión 
Erlick et al., 2009). La hipótesis 1 propone que la retina de vertebrados está 
compuesta de tipos celulares derivados de dos poblaciones de fotoreceptores 
(FR) ancestrales distintas. Estos dos tipos de fotoreceptores son los fotoreceptores 
rabdoméricos y los fotoreceptores ciliares. Ambos tipos celulares se caracterizan 
por un aumento de su superficie de membrana para poder almacenar el 
fotopigmento o pigmento visual que necesitan para su función. Mientras los FRs 
rabdoméricos aumentan su superficie celular mediante pliegues de la superficie 
de la memebrana apical formando microvilli, en los FRs ciliares hay un único cilio 
cuya superficie contiene múltiples pliegues (Eakin, 1968; Eakin, 1982; Arendt et 
al., 2003, Figura ). Los FRs rabdoméricos expresan típicamente opsinas 
rabdoméricas (las opsinas son fotopigmentos del grupo de las proteínas 
receptoras acopladas a proteína G (GPCRs) que se unen covalentemente a un 
cromóforo de tipo retinal para formar un complejo que desencadena la 




ciliares, aunque ambos pueden expresar simultáneamente otros tipos de 
opsinas (Arendt and Wittbrodt, 2001). La expresión de uno u otro tipo de opsinas 
en cada tipo de célula fotorreceptora, determina la cascada de señalización, 
siendo diferente en ambos tipos de fotorreceptores. Además, los genes 
involucrados en el proceso de especificación y diferenciación de ambos tipos 
de fotorreceptores también difieren (Arendt, 2003). 
En cuanto a la cascada de señalización en ambos tipos de FRs, las opsinas 
se asocian con la subunidad alfa de la proteína G (Gα). Sin embargo, tanto el 
tipo de proteína G como el resto de moléculas involucradas en la señalización 
son direrentes para ambos fotorreceptores (ver Figura	1, Fain et al., 2010). Además, 
mientras que en los FRs rabdoméricos la cascada de señalización culmina con 
con la apertura de canales TRP, produciendo una despolarización de la 
membrana, en el caso de los FRs ciliares se produce el cierre de los canales CNG 
(cyclic nucleotide gated) lo que causa una hiperpolarización de la membrana 






esquemática	 de	 las	 células	 fotorreceptoras	 rabdoméricas	 (A)	 y	 ciliares	 (B)	 con	 los	 componentes	 esenciales	 de	 sus	
respectivas	 cascadas	 de	 fototransducción.	 Los	 FRs	 rabdoméricos	 (A)	 presentan	 un	 incremento	 de	 su	 superficie	 de	
membrana	 gracias	 a	 los	 plieges	 de	 su	 membrana	 apical	 que	 forman	 microvilli,	 mientras	 que	 los	 FRs	 ciliares	 (B)	







La hipótesis 1 plantea que a partir de estos fotorreceptores rabdoméricos 
(presentes en los insectos y otros invertebrados) se habrían originado las células 
ganglionares de la retina (RGCs) de vertebrados, dado que ambos tipos 
celulares requieren la actividad de factores de transcripción comunes, como 
Pax6/eyeless, Math5/atonal y BarH/barH1, además de expresar fotopigmentos 
relacionados (melanopsin/r-opsin) y emplear cascadas de fototransducción 
similares a partir de estas opsinas (Arendt et al., 2002; Frankfort and Mardon, 
2002; Hsiung and Moses, 2002). Adicionalmente, ambos tipos celulares (FRs 
rabdoméricos y RGCs) son los primeros en ser generados por la ola de 
diferenciación inducida por Hedgehog (Pichaud et al., 2001). Posteriormente, 
las células amacrinas y horizontales de la retina de vertebrados podrían haber 
evolucionado de los fotoreceptores rabdoméricos (coincidiendo en la expresión 
del gen Prox1/pros). Las células bipolares, podrían haberse generado a partir de 
fotorreceptores ciliares, ya que comparten varias similitudes estructurales y 
moleculares (Arendt, 2003; Lamb et al., 2007; Viczian et al., 2003). De este modo 
la retina de vertebrados habría evolucionado tras sucesivas etapas, primero con 
una capa de fotorreceptores ciliares que harían su sinapsis directamente con 
las células ganglionares y subsecuentemente cada tipo celular se habría 
diversificado para dar lugar a las células bipolares, amacrinas y horizontales que 
se habrían intercalado entre los fotoreceptores y las células ganglionares para 
una mejora en el procesamiento de la información visual. Existe un organismo 
cohordado primitivo, la anguila del limo (Myrine glutinosa), cuya retina presenta 
fotoreceptores que hacen sinapsis directamente sobre las células ganglionares 
(Lamb et al., 2007), apoyando, por tanto, el modelo descrito.  
La hipótesis 2, por otra parte, propone que tanto la retina de vertebrados, 
así como el sistema visual de Drosophila (i.e. retina + OL), habrían evolucionado 
de un ojo ancestral común que ya estaba formado por fotorreceptores y sus 
neuronas diana. Este modelo está basado en la evidencia que sugiere que las 
interneuronas de primer y segundo orden localizadas en la retina de vertebrados 
y en el OL de Drosophila están relacionadas desde un punto de vista evolutivo 
y genético (Erclik et al., 2009; Hartenstein and Reh, 2002). Las homologías de los 











R7	 y	 R8	 (inner	 photoreceptors),	 L1	 (lamina	monopolar	 neuron	 1),	Tm	 y	 TmY	 (transmedullary	 neurons),	Mi	 (medulla	 intrinsic	
neuron),	Lcp	(lobula	complex	projection	neuron),	Lci	(lobula	complex	intrinsic	neuron).	
1. Las células bipolares de la retina de vertebrados serían homólogas a las 
neuronas transmedulares (Tm) del globo óptico. Ambos tipos celulares sirven de 
puente para la información visual y establecen sinapsis con los PRs y las 
proyecciones neuronales que conectan con el cerebro. Ambas presentan 
similitudes en cuanto a la expresión génica de genes homeóticos (Chx10/dVsx 
y Lhx(3/4)/ apterous) durante su desarrollo y en el adulto.  
 
2. Las células ganglionares serían homólogas a las proyecciones de las neuronas 
del complejo de la lóbula. Ambas reciben la información directamente a través 
de la sinapsis de neuronas diana de los fotoreceptores y la proyectan a los 
centros de procesamiento visual de orden superior en el cerebro. Ambas 
expresan también proteínas como Math5/atonal y Brn3b/ACJ6 durante su 
























3. Las células progenitoras de la retina serían homólogas a las células progenitoras 
del globo óptico externo (OPC).  Ambos tipos de progenitores requieren los 
genes CHx10/dVsx para su proliferación, primero de una forma simétrica y 
posteriormente cambian a una división asimétrica para generar las neuronas 
diana de los fotoreceptores (en el OPC ha sido descrito al menos para la 
formación de NBs de la médula) (Egger et al., 2007; Livesey and Cepko, 2001). 
Sin embargo, los progenitores del OPC no dan lugar a los fotoreceptores del ojo 
compuesto ni a las neuronas del complejo de la lóbula, como ocurre en el caso 
de la retina de vertebrados donde el primordio de la retina neural origina todos 
los tipos celulares de la retina.  
Si bien, la hipótesis 1 propone que los diferentes tipos celulares se habrían 
originado a partir de dos poblaciones diferentes de fotorreceptores, esto no 
excluye la posibilidad de que ambos fotorreceptores co-existieran en un ojo 
ancestral común. Así, se podría plantear una tercera hipótesis en la que se 
podrían combinar y unificar las dos hipótesis anteriormente descritas. Esta 
hipótesis 3 propone que el ojo de vertebrados podría haber evolucionado de 
un ojo ancestral común (simple) en el que estarían presentes tanto los 
fotorreceptores rabdoméricos como los fotorreceptores ciliares. Este ojo basal 
con dos tipos de receptores habría evolucionado, originando el resto de las 
neuronas de la retina del ojo actual. Así como plantea la hipótesis 1, las células 
ganglionares habrían evolucionado (descrito en hipótesis 1) desde los FRs 
rabdoméricos, así como las células amacrinas y horizontales. Las células 
bipolares se habrían originado a partir de los FRs ciliares. Evidencias que apoyan 
esta teoría, aparte de las comunes contenidas en las hipótesis 1 y 2 son:  
(i) No se han encontrado ningún fotorreceptor de tipo intermedio entre los 
FRs rabdoméricos (FRs-R) y los FRs ciliares (FRs-C) que apoye la idea de un 
ojo ancestral común con un único tipo de fotorreceptor intermedio que 
diera lugar posteriormente a ambos tipos de células fotorreceptoras 
(rabdoméricas y ciliares). Sin embargo, 
 
(ii) Existen animales en los que ambos tipos de ojos, ojos con fotorreceptores 
rabdoméricos y ojos con fotorreceptores ciliares, co-existen, como es el 




y Deuterostomados (e.g. el anfioxo Branchiostoma, el poliqueto 
Platynereis) (Arendt y Wittbrodt, 2001).  
 
(iii) La divergencia evolutiva de las opsinas rabdoméricas y ciliares hace 
improbable que los fotorreceptores ciliares actualmente presentes en 
vertebrados y los fotorreceptores rabdoméricos presentes en 
invertebrados se hayan originado a partir de un fotorreceptor común en 
la base e los organismos bilaterales (Arendt y Wittbrodt, 2001).  
 
(iv) Las homologías entre las neuronas de la retina de vertebrados y las 
neuronas del globo óptico de Drosophila apoyan también esta teoría. Así 
mientras en vertebrados una vez originados los 7 tipos celulares de la 
retina en un ojo con ambos tipos de FRs, los FRs rabdoméricos se habrían 
perdido a lo largo de la evolución, en el caso de los ojos de insectos los 
FRs que se habrían perdido serían los FRs ciliares. Explicandose así el origen 
de dichas homologías.  
 
En este trabajo, dadas las hipótesis 1, 2 y 3, se plantea la hipótesis 3 como la 
más plausible. No obstante, quedan muchos datos moleculares que aportar 
para poder proponer una teoría del origen evolutivo del ojo que no sea 
cuestionable. Con este trabajo, se pretende investigar más a fondo la hipótesis 
3. Por tanto, si tanto el ojo de Drosophila (incluyendo retina y OL) como el ojo de 
vertebrados se originaron en un ojo común ancestral, cabría esperar que se 
encontraran homologías entre los genes que especifican ambos tipos de ojo. La 
retina de Drosophila contiene fotorreceptores y células accesorias mientras que 
la retina de vertebrados contiene no sólo los FRs sino también las neuronas que 
procesan la información visual. Estas neuronas se encuentran, en Drosophila, 
contenidas en los OLs. Sin embargo, la mayor parte de estudios en Drosophila 
sobre los genes conservados en el desarrollo del ojo se han llevado a cabo en 
el disco de ojo, el primordio que da lugar a los fotorreceptores y células 
accesorias y no al resto de neuronas de los OLs. Estos genes, conocidos como 
genes de especificación de retina (RDGs) están altamente conservados 






orden	 jerárquico	 conforme	 a	 la	
cascada	de	activación,	de	arriba	hacia	
abajo,	 las	 flechas	 azules	 indican	
interacciones	 positivas	 y	 las	 líneas	
rojas	indican	 interacciones	negativas.	
(A)	 Versión	 simplificada	 de	 la	 red	
génica	 reguladora	 del	 desarrollo	 de	
ojo	en	Drosophila.	A	la	derecha,	en	B,	la	
versión	 simplificada	 de	 la	 red	 génica	
reguladora	 del	 desarrollo	 de	 ojo	 en	
vertebrados,	 con	 los	 homólogos	




eyes	 absent;	 dac:	 dachshund;	 hth:	
homothorax	
embargo, no se sabe si esta red génica participa en la especificación del 
primordio de los OLs. Según la hipótesis 3 y lo anteriormente descrito, se podría 
hipotetizar que estos RDGs también participarían en la especificación de los OLs, 
de forma que el completo tanto el sistema visual de Drosophila como el de 
vertebrados compartirían una misma red génica, dando sentido a las 
homologías encontradas entre las neuronas que procesan la información visual 









Hasta ahora la mayor parte de los trabajos publicados sobre el desarrollo de 
OLs han sido enfocados hacia la formación de la médula (Morante et al., 2011; 
Li et al., 2013; Yasugi et al., 2008; Orihara-Ono et al., 2011; Wang et al., 2011; 
Kawamori et al., 2011; ver también revisión Sato et al., 2013)  Probablemente, la 
médula haya acaparado más atención como sistema modelo debido a que el 
desarrollo de la médula está basado en la producción de neuroblastos (NBs) y 
en su diferenciación en distintos tipos de neuronas medulares y glía. Esta similitud 
con el desarrollo del SN de vertebrados, junto a la importancia del estudio de la 
neurogénesis y la autorenovación de células multipotentes (NBs) en el SNC, 
hace del estudio del desarrollo de la médula, en Drosophila, un buen sistema 
modelo para el estudio de la neurogénesis. Además, a difererencia de lo que 
ocurre en el ectodermo, en la médula, la transición entre las células del 
neuroepitelio (Ne) y la formación de llos NBs y su consiguiente diferenciación 
ocurren de una forma sincronizada y ordenada, facilitanto el análisis y los 




Sin embargo, el primer ganglio que recibe los axones de los fotorreceptores es 
la lámina, cuya formación es dependiente de la llegada de axones (Selleck and 
Steller, 1991; Huang and Kunes, 1996) a través del tallo óptico que los une. 
Además, ya ha sido propuesto que los genes de determinación de la retina, 
como el Six2 sine oculis (so) es requerido también para el desarrollo de la lámina, 
dado que mutantes so presentan una lámina muy reducida (Fischbach and 
Technau, 1984). Este fenotipo también se ha observado en mutantes eya/Eya1. 
No obstante, estos experimentos no son concluyentes: dado que el desarrollo 
de la lámina depende de su inervación por la retina, y teniendo en cuenta que 
los mutantes so no desarrollan el ojo, la reducción de la lámina podría ser la 
consecuencia indirecta de la ausencia de ojo. A pesar de que ha sido 
demostrado que genes de especificación de la retina, como so, eya o dac se 
expresan en el OPC durante el desarrollo del OL (Cheyette et al., 1994; Bonini et 
al., 1998; Halder et al., 1998), no se ha hecho un estudio sobre la existencia de 
un posible efecto auntónomo celular de estos genes durante el desarrollo de la 
lámina.   
Con todas estas premisas, nos planteamos en este trabajo caracterizar los 
patrones de expresión de los genes de la red conservada de especificación del 
ojo: ey/toy/ Pax6, eya/Eya1, so/Six2, dac/Dach, hth/Meis, así como de las vías 
de señalización más importantes durante el desarrollo de ojo, como son Hh/Shh, 
Dpp/BMP4 y Wg/Wnt. Una vez bien caracterizados los patrones de expresión, 
conocidos para algunos de estos genes (eya/so) (Cheyette et al., 1994; Serikaku 
and O'Tousa, 1994; Bonini et al., 1998) durante los estadíos larvarios de 
Drosophila, nos propusimos estudiar las interacciones entre ellos y el 
requerimiento de cada uno de estos genes en el desarrollo de la lámina. En este 
























































Para la correcta interpretación de los resultados mostrados en este capítulo, 
es esencial conocer la morfología de los GOs a lo largo del desarrollo. El ritmo 
del desarrollo larvario en Drosophila depende en gran medida, y entre otros 
factores, de la temperatura, pudiendo variar, por tanto, en su duración. Para 
poder definir el estado de desarrollo del globo óptico con respecto al tiempo, 
tomaremos como referencia la temperatura a la que se realizaron la mayoría 
de los experimentos y a la cual fueron sometidas las larvas del estudio. Esta 
temperatura ronda entre los 25 (temperatura óptima de desarrollo) y 29ºC. 
Como ha sido descrito anteriormente (ver introducción general), en el 
cerebro adulto de Drosophila, el globo óptico constituye la mayor parte del 
protocerebro, tanto en volumen como en número de células. En las fases 
tempranas del desarrollo larvario el crecimiento del globo óptico no es tan 
acusado con respecto al cerebro central, junto al cuál conforma cada uno de 
los dos hemisferios cerebrales. Durante la segunda mitad de la vida de la larva, 
la mayor parte del crecimiento de los hemisferios cerebrales se debe a la 
proliferación que tiene lugar en los globos ópticos, los cuales, al llegar la 
metamorfosis, ya ocupan completamente la mitad lateral de cada hemisferio 
cerebral.  
Las neuronas del globo óptico y los compartimentos generados por ellas 
(lamina, medula, y complejo de la lóbula) tienen su orígen en dos placas 
epiteliales neuroectodermales llamadas primordio óptico interno (IOA, inner 
optic anlage) y primordio óptico externo (OOA, outer optic anlage), que se 
especifican ya durante el estadío embrionario, y una vez invaginados, quedan 
unidos a la superficie posterior basal del cerebro (ver Figura 4). Durante los 
estadíos larvarios el IOA y el OOA también son conocidos como IPC (inner 
proliferative center) y OPC (outer proliferative center), respectivamente. Hacia 
el final del primer estadío larvario (L1) (12-24 horas desde a eclosión de la larva, 
ALE), el OPC comienza a curvarse y adopta una forma creciente o de 
herradura, con la abertura de la herradura hacia el lado posterior (Figura 4A).  
Durante la primera mitad del segundo estadío larvario (24-36 horas AEL), el 
IPC continúa este cambio de forma, y ambas estructuras aumentan su área de 
superficie. La última etapa del segundo estadío larvario (L2) (36-48 horas ALE) se 




central entre el IPC y el OPC. Este grupo de neuronas está formado por el IPC y 
representa el primordio del complejo de la lóbula (plb) (Figura 4G). Durante la 
fase temprana del tercer estadío larvario (L3) (48-72 horas ALE), el área 
superficial medial, las células se dividen simétricamente formando neuroblastos 
(NBs). Estos NBs empujan a su progenie centrípetamente (por división asimétrica) 
entre el OPC y el IPC, de manera que este anillo de neuronas formarán el 
primordio de la médula externa (Figura 4G y Figura 4H, en azul).  
En el margen lateral las células epiteliales del OPC generan un anillo de células 
proneurales envuelto alrededor del plb, este anillo constituye el primordio de la 
lámina (Figura 4H, en rojo). A medida que el primordio de la lámina, así como el 
de la médula, aumentan su volumen, expanden el diámetro del OPC. Hacia 
mitad del tercer estadío larvario (72-96 horas ALE), el OPC iguala en diámetro al 
hemisferio cerebral (cerebro central). Es en este momento, cuando 
aproximadamente la mitad del OPC está formado en su lado medial por NBs y 
en su lado lateral por células precursoras de la lámina (LPCs), quedando una 
franja central de células epiteliales, que hacia el final de L3 se estrecha y queda 
entre el primordio de la lámina y el primordio de la médula externa: es el 
remanente del OPC. 
 
3. Descripción de los patrones de los genes utilizados como 
marcadores del OL y la lámina durante el desarrollo larvario del 
globo óptico de Drosophila.  
Previamente al estudio de genes y redes génicas involucradas en el desarrollo 
del globo óptico, describiré una serie de marcadores importantes que ayudarán 
a la comprensión de las imágenes, resultando por tanto necesario hacer una 
descripción de los mismos. Estos marcadores, aparecerán durante gran parte 
de este trabajo para facilitar la interpretación tanto de la morfología y 
orientación del OL, como de la localización de la lámina en cada una de las 
imágenes mostradas. Uno de estos marcadores es DE-cad, (Drosophila E-
cadherina) codificada por el gen shotgun (Nüsslein-Volhard et al., 1984; Tepass 
et al., 1996) una proteina de membrana que participa en la adhesión de las 











expresa fuertemente en el neuroepitelio, tanto interior (IOA/IPC) como exterior  
(OOA/OPC). La detección de DE-cad con un anticuerpo específico combinada 
con inmunofluorescencia indirecta nos permite no sólo identificar la morfología 
y orientación del OL en cada imágen, sino que también nos permite establecer 
el estadío del desarrollo que estamos observando (ver Figura 5).  
 






Para la localización de la lámina, Dac es un buen marcador, puesto que el 
gen dachshund (dac) se espresa en las neuronas de la lámina (Mardon et al., 
1994; Huang and Kunes, 1996). Así mismo puede ser utilizado como un marcador 
del inicio de la diferenciación de las neuronas de la lámina (Mardon et al., 1994, 
Huang and Kunes, 1996; Chotard et al., 2005). 
 
4. Orientación del globo óptico.  
Para la mayoría de las imágenes que se muestran en este trabajo se ha 
utilizado una vista ventral del globo óptico (las preparaciones se realizaron 
colocando el cordón ventral hacia el cubreobjetos), siendo la orientación 
utilizada la que se observa en la Figura 6, salvo que se indique lo contrario. En la 
orientación que se utiliza, la lámina queda hacia la derecha (lado lateral) y la 
















1.  Patrón de expresión de los genes Pax6 (ey/toy). 
En Drosophila hay dos genes homólogos Pax6, eyeless (ey) y twin of eyeless 
(toy), los cuales como ya ha sido descrito, encabezan la cascada de factores 
de transcripción que controlan el desarrollo del ojo. Ambos genes, que ya 
especifican el primordio de ojo durante el desarrollo embrionario (Ver 
introducción general y Figura 3) vuelven a expresarse durante el desarrollo 
larvario, siendo los primeros en hacerlo y especificar la región del disco de ojo-
antena a partir de la cual se desarrollará la retina del ojo compuesto. 
Posteriormente, durante L2 inducen la expresión de los genes de determinación 
de retina (RDG) eya, so y dac (Kenyon et al., 2003; Kumar and Moses, 2001). 
Ambos genes, además, son capaces de inducir la formación de ojo cuando son 
expresados de forma ectópica durante el desarrollo de la mosca (Halder et al., 
1995; Czenry et al., 1999). 
Dado que ey y toy son los genes que activan eya y so en el disco de ojo para 
especificar las células de la retina y su alto grado de conservación evolutiva 
para el desarrollo de ojo (ver introducción general), son los primeros genes 
candidatos para analizar su expresión en los OLs y estudiar su posible implicación 
durante el desarrollo de la lámina. Sin embargo, a pesar de ser conocidos como 
"Master genes" en el desarrollo de ojo, su expresión no se encontró en células 
progenitoras del globo óptico (OPC). ey y toy se expresan, sin embargo, a lo 
largo del estadío larvario en la región de la médula (Figura 7A y Figura 7B), y en 
el caso de ey, se sabe que se expresa tanto en NBs de la medula como en 
ciertas neuronas que forman finalmente la médula, donde tiene una función 
relacionada con la migración de estas neuronas y su diferenciación (Morante 
et al., 2011; Li et al., 2013). toy además se expresa en las células del complejo de 
la lóbula (Figura 7B), pero ninguno de estos genes se expresa ni en el 
neuroepitelio (OPC), donde se originan los progenitores de ambos ganglios, 
lámina y médula, ni en las LPCs, así como tampoco en las células de la lámina 






La expresión de estos genes Pax6 también fue analizada en estadios larvarios 
tempranos para verificar que no se expresaban previamente para ser reprimidos 
más tarde, una vez que ya estuviera especificado el tejido. Tampoco se 
encontró una expresión vinculada al desarrollo de la lámina (Figura 7C y Figura 
7D).   
Si bien, se detecta un parche de células en el hemisferio cerebral de una 
larva L1 tardía con la expresión más o menos solapada de ey/toy (Figura 7C), 
este parche de expresión no corresponde a la región del primordio de globo 
óptico (OL) (marcada con una línea discontinua). Para cerciorarnos de que el 
parche no correspondía a la región del primordio del OL se realizó una tinción 
de una larva L2 temprana ey-lacZ, en la cuál se utilizó anti-DE-cad para marcar 
la región del neuroepitelio. Como puede observarse en la Figura 7D, el parche 
Figura	7.	ey	y	toy	se	expresan	en	la	
médula	 de	 los	OLs	 en	 L3.	 	 La	 línea	
punteada	 marca	 la	 región	 del	 globo	
óptico.	Se	muestran	tanto	los	canales	
combinados	 (izquierda)	 como	 los	




toy	 se	 expresa	 tanto	 en	 la	 médula	
como	 en	 la	 lóbula,	 ésta	 última	
facilmente	 distinguible	 gracias	 al	
marcador	 de	 diferenciación	 Elav.	 (B)	
ey	 se	 expresa	 únicamente	 en	 las	
células	 de	 la	 médula,	 eya	 permite	
delimitar	 la	 localización	 de	 los	
precursores	de	la	lámina,	así	como	de	
la	 propia	 lámina.	 (C,	 D)	 Vistas	 de	 la	
superficie	 del	 hemisferio	 cerebral	
completo	 en	 fase	 L1	 y	 L1	 tardía,	
respectivamente.	 Se	 tiñeron	 para	 Ey,	
Hth	y	Toy	 (C)	y	 para	b-galactosidasa	
(ey-Z),	Ey	y	DE-cad	(D).	(C)	Ni	ey	ni	toy	
se	 observan	 en	 la	 región	 del	 OL,	
marcado	por	la	presencia	de	Hth,	pero	
si	se	observan	en	el	primordio	de	los	
MBs.	 (D)	 Se	 utilizó	 DE-cad	 para	
marcar	 el	 neuroepitelio	 y	 constatar	
que,	efectivamente,	la	región	donde	se	
expresan	 ey	 y	 toy	 no	 corresponde	 al	
primordio	del	OL	 sino	al	 de	 los	MBs,	
donde	curiosamente,	no	se	encontró	la	
expresión	de	b-galactosidasa,	la	cual	si	
aparede	 en	 el	 primordio	 de	 ojo.	 ed	
(disco	imaginal	de	ojo);	M	(médula);	L	
(lámina);	Lb	 (complejo	 de	 la	 lóbula);	
CB	(cerebro	central).	La	barra	inferior	
de	 los	 paneles	 de	 la	 izquierda	 indica	





de células positivas marcadas con anti-Ey no corresponde a la región del 
neuroepitelio, sino a la región del cerebro, más concretamente a neuronas de 
los mushroom bodies (MBs). Esto no es de extrañar, pues se sabe que tanto ey 
como toy se expresan en las neuronas/NBs de los MBs durante estadios larvarios 
y ambos genes, junto al gen dachshund son esenciales para el correcto 
desarrollo y funcionamiento de estas estructuras, implicadas en la memoria y el 
aprendizaje (Kurusu et al., 2000; Callaerts et al., 2001 y Furukubo-Tokunaga et al., 
2009). En la Figura 7D se observa que la línea ey-lacZ, en este caso, no reproduce 
el patrón de eyeless en el cerebro (ausencia de verde (ey-Z) en el parche de 
células rojas (anti-Ey)), aunque sí parece ser un buen marcador de la expresión 
de este gen en el primordio de ojo (ED). Esto se debe a que la línea reportera se 
encuentra en un locus que obedece únicamente al enhancer del ED (línea 
E0.37-lacZ, Czenry et al., 1999). 
 
No se detectó la expresión de los genes tempranos teashirt (tsh) y tiptop (tio) en 
el primordio de OL durante su desarrollo larvario. 
Otros genes tempranos de ojo son teashirt (tsh) y tiptop (tio). tsh es un factor 
de transcripción que codifica para una proteína de unión a ADN con 3 dominios 
Zn-finger espaciados (Fasano et al., 1991). tio fue identificado en Drosophila 
como un parálogo de tsh (Laugier et al., 2005; Bessa et al., 2009). Al igual que 
tsh, tio pertenece a la familia de proteínas de unión al ADN, pero a diferencia 
de aquél, tio presenta 4 dominios Zn-finger (Fasano et al., 1991; Laurier et al., 
2005; Datta et al., 2009).  
Ambos genes se expresan de forma coincidente en el primordio de ojo durante 
el desarrollo larvario, de forma generalizada durante L1 y en la región anterior al 
MF en los estadíos posteriores, una vez comenzada la diferenciación de la retina 
(Singh et al., 2002; Bessa et al., 2002). En la región anterior al MF tsh y tio se 
coexpresan con ey y hth en el dominio progenitor donde las células están 
indiferenciadas y proliferan asíncronamente (Wolff and Ready, 1991; Pichaud 
and Casares 2000; Bessa et al., 2002). Además, tsh y tio se expresan en el dominio 
de células precursoras inmediatamente anterior al MF, donde se coexpresan 






Se ha propuesto que tsh forma un complejo con ey y hth en las células 
progenitoras de ED donde tendría dos papeles fundamentales: promover la 
proliferación celular y prevenir la expresión prematura de factores de 
transcripción que actúan más tarde durante la diferenciación, como eya, so y 
dac (Bessa et al., 2002). Tanto tsh como tio son capaces de inducir la formación 
ectópica de ojos (Pan y Rubin, 1998; Bessa et al., 2009). No obstante, 
recientemente se ha comprobado que tio es más eficiente en la formación 
ectópica de ojos (Datta et al., 2009). Ambos genes se consideran redundantes, 
de manera que pueden sustituirse mutuamente durante el desarrollo de la 
retina. De hecho, cada gen regula negativamente la transcripción del otro, de 
forma que la represión de cualquiera de estos genes, resulta en una 
desrepresión de su parálogo compensando su déficit (Laugier et al., 2005; Bessa 










ojo	 se	 encuentra	 en	 el	 lado	 derecho,	
quedando	a	la	izquierda	el	primordio	
de	 antena.	 	 La	 expresión	 de	 tsh	 es	
generalizada	en	este	estadío,	así	como	
ocurre	 con	 ey	 y	 hth.	 (B),	 Figura	 de	
Reha	R.	Datta	(Datta	et	al.,	2005),	en	la	
que	 se	 observan	 los	 dominios	 Zn-
finger	de	tsh,	así	como	de	su	parálogo	
tio,	 éste	 último	 con	 un	 dominio	 Zn-
finger	adicional.	En	C,	D	y	E	(Bessa	et	
al.,	 2009)	 se	 observa	 (en	 verde)	 el	
patrón	de	expresión	de	tsh,	el	patrón	
de	expresión	de	tio	(rojo),	así	como	la	
co-expresión	 de	 ambos	 (abajo)	

















Dada la relevancia de ambos genes para el desarrollo temprano de retina, 
se estudiaron sus patrones de expresión en el desarrollo del OL. De nuevo, 
sorprendentemente, no se halló expresión alguna ni de tsh, ni de tio en el 
neuroepitelio del OPC (no mostrado). Sin embargo, cuando expresamos 
ectópicamente tsh en el neuroepitelio del OPC, encontramos que las células 
respondieron a la expresión de tsh estimulando la proliferación celular y 
bloqueando la diferenciación de la lámina (Figura 9 ). Por tanto, la expresión de 
tsh en el Ne, hth-positivo, al recapitular la coexpresión de ambos FT en la región 
progenitora del ojo resulta en una fuerte estimulación de la proliferación de las 
células del Ne, de forma equivalente a como lo hacen en el ED. 
2.  Patrones de expresión de eyes absent (eya), sine oculis (so) y homothorax 
(hth). 
Tanto eyes absent (eya) como sine oculis (so) se expresan de una manera 
gradual en el disco de ojo (ED) en desarrollo, siendo estos niveles más altos en 
la parte posterior del disco desde L2 tardía (eya) y la fase temprana de L3 (so), 
en adelante (Bonini et al., 1993, 1997; Cheyette et al., 1994). Ambos genes, como 






al.,	 2007)	 se	 utilizó	 para	 dirigir	 la	
expresión	 de	 las	 construcciones	






La	 expresión	 ectópica	 de	 tsh	
expande	 la	 región	 DE-cad+	 que	
aparece	densamente	empaquetada	y	
cuyas	células	expresan	hth	 (flechas	
de	 doble	 punta).	 Los	OLs	 en	A	 y	 B	





(ey) (Halder et al., 1998; Niimi et al., 1999). Estos genes no sólo tienen patrones 
de expresión solapantes en el primordio de ojo de Drosophila, sino que, en 
mamíferos como el ratón, también se coexpresan en el primordio de ojo, así 
como en otros tejidos (Oliver et al., 1995; Kawakami et al., 1996; Xu et al., 1997a, 
b).  Además de expresarse durante el desarrollo del ED, eya se expresa y ejerce 
una función durante la formación de los ocelos (Brockmann et al., 2011) y está 
implicado en otros procesos del desarrollo tales como el desarrollo de las células 
somáticas precursoras de las gónadas (Bonini et al., 1993, 1997; Leiserson et al., 
1994; Boyle et al., 1997; Pignoni et al., 1997). En el caso de so, es requerido para 
el desarrollo del sistema visual completo, incluyendo además del ojo 
compuesto, los ocelos, el globo óptico (invaginación durante estadío 
embrionario) y el ojo de la larva o Bolwig's organ (Cheyette et al., 1994; Serikaku 
and O'Tousa, 1994; Pignoni et al., 1997; Brockmann et al., 2011).  Durante el 
desarrollo del globo óptico, ambos genes eya y so se expresan de una forma 
solapante desde un estadío temprano durante el desarrollo de la larva 
Figura	10.	eya	y	so	se	expresan	en	patrones	indistinguibles	en	el	OL.	Vistas	
de	la	superficie	lateral	del	OL	en	fase	tardía	L3	teñido	para	Eya	y	DE-cad	(A),	So	
y	 DE-cad	 (B)	 y	 Eya	 y	 So	 (C).	 Se	 muestran	 tanto	 los	 canales	 combinados	
(izquierda)	como	los	canales	individuales	(centro	y	derecha).	La	línea	punteada	
marca	la	región	del	OL	y	la	flecha	indica	la	posición	del	LF.	En	(C)	la	zona	de	
color	 rojo	 corresponde	 a	 una	 señal	 de	 fondo	 en	 el	 tallo	 óptico.	 Se	 puede	





(concretamente su expresión puede detectarse desde L2 tardía), antes de que 
comience la inervación de la lámina por los axones de los fotorreceptores (Ver 
Figura 12). Por lo tanto, preceden la expresión del marcador de neuronas de la 
lámina dachshund (dac). Durante L3 ambos genes se expresan en el 
neuroepitelio del OPC a unos niveles basales, siendo su expresión más fuerte 
conforme alcanzan el surco de la lámina (LF) y ya en la región de la lámina 
(Figura 12D). En el caso de eya, puede observarse cómo está delimitada su 
expresión en la región medial del Ne gracias al marcador proneural de la 
medula, lethal of scute (l'sc) (Egger et al., 2007; Yasugi et al., 2008) (Figura 15A).   
Al igual que ocurre durante el desarrollo del ED eya/so tienen patrones de 
expresión solapantes, comen-zando su expresión en la zona indiferenciada 
(anterior al LF) y yendo en aumento conforme se expresan en la región 
diferenciada (posterior al LF). Dada la similitud de los patrones de expresión de 
eya/so cuando comparamos el ED y el globo óptico, nos planteamos si se 
cumple, también en este tejido, la relación descrita por Pignoni (Pignoni et al., 
1997) entre estos dos genes, que propone que se regulan mutuamente, hecho 
que también se confirma en la región del primordio de los ocelos (Brockmann et 












la atenuación de la expresión de eya y so, usando líneas ARNi específicas. 
Primero se analizó para cada gen cuál era el grado de atenuación (o “knock-
down”) de su expresión, y se analizó el efecto de esta atenuación sobre el otro 
gen. Los resultados obtenidos confirmaron nuestra hipótesis: eya y so mantienen 
una mutua dependencia en cuanto a su expresión, siendo ésta más fuerte en 
el caso de so, puesto que cuando eliminamos Eya, los niveles de So son 
prácticamente nulos, pero cuando eliminamos So, los niveles de Eya disminuyen, 
pero son aún detectables a niveles basales (Figura 11). Este es el 
compoprtamiento observado en el ED (Pignoni et al., 1997). 
 
En cuanto a homothorax (hth), su expresión en el ED de Drosophila se 
produce desde el primer estadío larvario del desarrollo (L1), al igual que eyeless, 
y posteriormente va quedando restringido, conforme avanza la onda de 
diferenciación, a la región anterior donde aún pueden distinguirse células 
indiferenciadas con capacidad proliferativa. Su expresión forma un gradiente 
cuyo pico máximo se encuentra en la región anterior y el mínimo coincide con 
la región donde comienzan a expresarse los genes RD, mostrando así patrones 
de expresión complementarios (Figura 14). Hacia el final de L3 el dominio de hth 
prácticamente desaparece y queda reemplazado por los fotorreceptores y 

















peripodial del ED (Bessa et al., 2002), así como, en la región ocelar (Brockmann 
et al., 2011). hth se expresa desde estadíos larvarios tempranos en el OL, como 
puede verse representado en la Figura 12 y Figura 7C, donde ya se expresa en 
el Ne (OPC) a comienzos de L2 y hacia el final de L2 siendo previo a la primera 
neurona de la lámina que aparece a comienzos de L3 (marcada en la figura 
12B por la presencia de dac) lo que indica el comienzo de la diferenciación 
inducida por la llegada de los primeros axones, que se produce, una vez que ya 
se han diferenciado las primeras 4 filas de fotorreceptores. 
 
Durante el desarrollo del OL la expresión de hth no sólo es detectada en 
los progenitores Ne del OPC, sino también en los neuroblastos de la médula, en 
neuronas de la médula, (Reddy et a., 2010; Hasewaga et al., 2011; Morante et 
al., 2011; Li et al., 2013 Figura 13) y también en la cuesta lateral del surco de la 
lámina, donde se encuentran las LPCs (Figura 13C; Figura 15A-B). Sin embargo, 
la expresión de hth desaparece en la región más interna de la lámina, en los 
dominios de pre-ensamblaje y ensamblaje de las neuronas de la lámina.  
Figura	13.	La	expresión	de	hth	no	sólo	se	limita	a	los	progenitores	del	OPC.	Vista	de	una	sección-z	confocal	de	un	OL	











Al igual que ocurre durante el desarrollo del ED, los 
patrones de expresión de eya/so y hth son 
complementarios en el OL (Figura 15), siendo la 
expresión de eya más fuerte justo en la región de la 
lámina donde hth desaparece y comienza la 
diferenciación de la misma (Figura 15 A' y B'). El límite 
medial de la expresión de eya viene marcado por la 
expresión del gen proneural L'sc que se expresa al 
frente de la ola de diferenciación de los NBs de la 




3.   eya/so son requeridos para la expresión de dac.  
Se sabe que la expresión de dac está aguas abajo de eya y so durante el 
desarrollo del ojo compuesto (Chen et al., 1997) y dado que los patrones de 
expresión observados para eya/so preceden el comienzo de expresión de dac, 
(Figura 12) comprobamos si en el caso de la lámina eya/so también regulan la 
expresión de dac. Para ello se indujeron de nuevo clones en los cuales 
eliminamos la función de eya, (induciendo clones del mutante nulo eyaE8) y 
haciendo knockdown en el caso de so (ARNi-so). En ambos experimentos, la 
expresión de dac no pudo ser activada dentro de los clones y el efecto fue 
autónomo-celular (Figura 16 A y B). Curiosamente, la pérdida de eya o so resultó 
en una desrepresión de hth, cabiendo la posibilidad de que la pérdida de dac 






Figura	 14.	 Progenitores	 de	 ojo	 Hth-
positivos	 también	 expresan	 bajos	
niveles	de	eya.	 (A)	Vista	muy	 próxima	
de	 un	 disco	 de	 ojo	 en	 fase	 tardía	 L3	
teñidos	 para	 Hth	 y	 Eya.	 La	 región	 se	
solapamiento	 de	 la	 expresión	 está	
flanqueada	por	dos	líneas	discontínuas.	












Para distinguir entre un efecto activador directo por parte de eya/so y una 
represión mediada por hth, comparamos los efectos producidos sobre dac al 
quitar únicamente so con el el resultado de quitar a la vez so y hth. La expresión 
de dac desapareció de una forma autónoma-celular tanto en clones so-ARNi 
(en los cuales hth es mantenido) como en los clones so-ARNi+hth-ARNi (Figura 
16C). Por lo tanto, la regulación de dac requiere la expresión de los genes RD y 
no parece estar negativamente regulada por hth (ver abajo). Además, para 
descartar hth como regulador negativo de una forma más específica, se 
indujeron clones hth-ARNi para observar posibles cambios en los niveles de Dac. 
Se comparó la señal inmunofluorescente de Dac dentro y fuera de los clones 
hth-ARNi (Figura 16D, ver M&M) y no encontramos ninguna diferencia 
significativa (10 clones de 7 globos ópticos fueron analizados). Por lo tanto, hth 
no actúa como represor de dac una vez su expresión comienza detrás del LF. 
Además, el hecho de que la expresión de dac no se extendiera medialmente 
en el dominio de expresión eya/so en los clones hth- indicó que esos genes RD 
no son suficientes para inducir la expresión de dac. Esto concuerda con el 
hecho de que la vía Hh sea adicionalmente requerida para la expresión de dac 
(Huang and Kunes, 1996). 
Un trabajo anterior realizado por Pappu y colaboradores identificaron dos 
enhancers en el gen dac con expresión en el ED (Pappu et al., 2005). Uno de 
ellos, dac3EE, dirige además una fuerte expresión del gen reportero en la 
lámina. A la hora de realizar este trabajo, la estirpe dac3EE se había perdido, 
con lo que la generamos de nuevo utilizando el mismo fragmento del trabajo 
Figura	15.	Expresión	de	eya	y	hth	en	
el	OL	durante	 la	 progresión	desde	





por	 una	 línea	 punteada.	 (A,B)	 Vistas	
de	 la	 superficie	 y	 (A'	 y	 B')	 son	
secciones-z	 confocales	 de	 globos	
ópticos	L3.	Las	tinciones	son	como	se	
indican	en	los	paneles	de	la	figura.	Se	
muestran	 los	 canales	 combinados	
(paneles	izda.	y	central),	así	como	los	








original (Pappu et al., 2005; ver M&M). Confirmamos una fuerte expresión de este 
enhancer en la lámina, además de detectar una débil expresión en la lóbula 
(Figura 16E). Clones knockdown de eya, en los cuales la expresión de dac se 
pierde, también pierden la actividad del enhancer dac3EE (Figura 16E). Esto 
sugiere que eya (probablemente junto con So) actúa a través del enhancer 




















expresión	 de	 dac	 en	 la	
lámina,	 probablemente	 a	
través	 de	 la	 región	




Una	 mayor	 magnificación	 de	
las	 regiones	 encuadradas	 se	
muestran	 en	 los	 paneles	
centrales	y	 los	de	 la	 derecha,	
como	 canales	 individuales.	
Los	 clones	 están	 marcados	
con	 una	 linea	 punteada	
amarilla.	(A,	N=1)	Las	células	
mutantes	de	Eya	no	consiguen	
activar	 Dac	 y	 mantienen	 la	
expresión	 de	Hth.	Las	células	
mutantes	 de	 EyaE8	 están	
marcadas	 por	 la	 ausencia	 de	
GFP,	 teñidas	 para	 Eya	 y	 Hth.	
(B,	C)	So	es	requerido	para	la	
expresión	de	Dac.	(B,	N=3)	las	
células	 RNAi-so,	 y	 (C)	 los	
clones	 RNAi-so	 +	 RNAi-hth	
están	teñidos	para	Hth	y	Dac.	
Los	 clones	 están	 marcados	
positivamente	con	GFP.	(B)	En	
las	células	mutantes	para	so	la	
expresión	 de	 Hth	 es	
mantenida.	 (C)	 El	 fallo	 para	
activar	la	expresión	de	Dac	en	
las	 células	 mutantes	 para	 so,	
no	 es	 debido	 al	 mante-
nimiento	de	Hth.	 (D,	N=6)	La	
expresión	 de	 Dac	 no	 se	 ve	
afectada	 en	 clones	 RNAi-hth.	
(E,	 N=3)	 Clon	 RNAi-eya	
marcado	con	GFP	en	un	fondo	
dac-3EE-Z,	 teñido	 con	 anti-
bgalactosidasa	 (3EE-lacZ)	 y	
para	 Eya.	 Dentro	 del	 clon,	 la	
expresión	 del	 enhancer	 se	
pierde.	 En	 (E)	 la	 linea	 sólida	
roja	 separa	 la	 lámina	 de	 la	
futura	 lóbula	 (lo),	 donde	





4. hth es requerido en el neuroepitelio para promover el crecimiento y 
para modular la extensión y niveles de expresión de eya.  
 
hth se expresa en estadíos tempranos en los progenitores del neuroepitelio, 
donde solapa con eya y so (ver Figura 12), pero no sabemos si hth ejerce alguna 
función en el neuroepitelio. Para averiguarlo, primero analizamos el impacto de 
la pérdida de hth en el crecimiento del tejido. Los clones mutantes hth se 
pudieron recuperar en el OL, aunque resultaron ser un 30-40% más pequeños 
que sus clones silvestres gemelos (Figura 17), sugiriendo un papel de hth en la 
proliferación. Posteriormente, nos preguntamos si la expresión de eya podría 
verse afectada al quitar hth. Debido al pequeño tamaño de los clones hth-, se 
indujeron clones de pérdida de función de hth usando la técnica Minute (ver 
M&M) con el objetivo de recuperar clones de mayor tamaño y hacer más fácil 
el análisis de los efectos de retirar hth en la expresión de eya. Clones hth-M+ 
mostraron una ligera expansión de la expresión de eya hacia el lado medial 
(Figura 18A). 
 
Además, cuando analizamos los niveles de expresión de eya comparando la 
región mutante hth- con el tejido control adyacente, observamos un incremento 




RNAi de siete globos ópticos analizados). Estos resultados indican que hth 
modula la extensión, así como los niveles de expresión de eya, sugiriendo que 
los niveles de hth por si mismos podrían estar sujetos a una fina regulación. De 
hecho, este parece ser el caso, ya que clones sobrexpresando hth bloquean la 
expresión de eya en el neuroepitelio (Figura 18B). Sin embargo, hay que resaltar 
que esta represión fue sólo detectable en el Ne. Ni en clones smo- ni tampoco 
en clones dac- (ver apartado 5.1, vía Hh) donde hth se expande dentro de la 
región de la lámina, observamos ningún cambio significativo en la expresión de 
eya posterior al LF. Esto podría indicar que otro factor, aún no identificado, 
ayuda a hth para modular la expresión de eya en el Ne. Otra alternativa, podría 
ser que dac, cuya expresión se activa justo después del LF, podría aumentar la 

















de	 la	 derecha,	 como	 canales	 indivi-
duales.	Los	clones	están	marcados	con	
una	 línea	 discontínua	 roja.	 (C)	 Clon	
hthp2,	 M+,	 marcado	 por	 la	 ausencia	 de	
GFP	(en	verde),	teñido	para	Hth	y	Eya.	









el	 adyacente	 cerebro	 central	 (CB)	 (B).	 En	 el	 eje	 X	 todos	 los	 pares	 de	 clones	
mutantes/clones	gemelos	están	representados	(N=22	en	ambos,	el	OPC	y	el	CB).	El	CB	













5.  Relación de los genes hth/eya/so/dac con la vía Hh.  
La vía de señalización de hh juega un papel muy importante durante el 
desarrollo del ojo compuesto, La expresión de Hh en el margen posterior del ED 
dispara el comienzo de la diferenciación y es esencial tanto para el inicio, como 
para el movimiento de la ola de diferenciación o surco morfogenético 
(morphogenetic furrow o “MF”; (M. Dominguez and E. Hafen, 1997).   
 
La vía de señalización de Hh comienza en la membrana cuando Hh se une a la 
proteína receptora Patched (ptc) (Inham y McMahon, 2001). Con esta unión Ptc 
es internalizado para su degradación en los lisososmas (Gallet y Therond, 2005). 
Al retirar Ptc de la membrana plasmática (MP), la transcripción de smoothened 
(smo) se activa aumentando sus niveles de expresión y además sufre 
fosforilación (dependiente de dosis de Hh, Fan et al., 2012), la cuál le protege 
de la proteolísis, quedando Smo libre para ser localizado en la membrana y 
ejercer su función. Una vez en la MP, Smo interacciona con el complejo proteíco 









varios procesos de fosforilación, cubitus interruptus (Ci) pasando de su forma 
represora (Ci-R) a su forma activa (Ci-A) (Robbins et al., 1997; Wang et al., 2000; 
Zhang et al., 2004). En ausencia de Hh, Ptc inhibe Smo, lo que culmina con la 
transformación de Ci en su forma represora (Ci-R).  
Al activarse Smo se activa una cascada de señalización que induce la 
expresión del gen ptc, entre otros, y activa la proteína codificada por el factor 
de transcripción cubitus interruptus (Ci) (Motzny and Holmgren, 1995; Alexandre 
et al., 1996; Méthot et al., 2001). En el caso del OL se sabe que la vía Hh es 
necesaria para la activación tanto de dac (Huang and Kunes, 1996) como de 
single minded (sim), ambos genes implicados en el proceso de diferenciación 
de la lámina (Umetsu et al., 2006). Dado que los genes eya/so también son 
requeridos adicionalmente para la expresión de dac, resulta interesante 
averiguar si existe una posible conexión de los genes eya/so con la via Hh. 
 
 
En nuestros experimentos, la forma activadora de Ci (CiA) ha sido utilizado 
como marcador de la activación de la vía Hh. En la Figura 20 pueden observarse 
tanto los patrones de expresión de Ci como de ptc. En el caso de ptc, su 
Figura	20.	Marcadores	de	la	vía	de	
señalización	 Hh.	 (A-C)	 Vistas	 de	 la	
superficie	del	OL	en	fase	tardía	L3.	La	
línea	punteada	delimita	 la	 región	 del	
OL.	 Se	 muestran	 los	 canales	 com-
binados	en	los	paneles	de	la	izquierda	
y	 los	 canales	 individuales	 en	 los	
paneles	del	centro	y	de	la	derecha.	(A)	
OL	de	una	 larva	hh>GFP	que	permite	
seguir	 la	 transcripción	 de	hh,	 se	 tiñó	
para	GFP	y	22c10	para	poder	ver	los	
axones	 de	 los	 fotorreceptores.	 Se	
observa	 GFP	 en	 los	 axones	 pro-
venientes	del	disco	de	ojo	(ed)	y	que	
llegan	a	 la	 lámina	 (L).	 (B)	OL	 de	una	
larva	 ptc-Z	 que	 permite	 seguir	 la	
transcripción	 del	 gen	 patch	 tiñendo	
con	anti-bgalactosidasa.	Dac	marca	la	
región	de	la	lámina.	ptc	se	expresa	más	
fuertemente	 en	 la	 región	 de	 en-
samblaje	de	las	neuronas	de	la	lámina	
(as)	 que	 en	 la	 región	 de	 pre-
ensamblaje	 (pa).	 (C)	Ol	 de	 una	 larva	
teñida	para	Ci	y	Dac.	ci	se	expresa	en	la	
región	 de	 precursores	 de	 la	 lámina	y	
aún	 más	 fuertemente	 lo	 hace	 en	 la	
región	 de	 la	 lámina,	 donde	 Hh	 es	
liberado,	 lo	 que	 lo	 convierte	 en	 un	





expresión se observa en las células de la glia, de forma más evidente en el 
dominio de ensamblaje de las neuronas de la lámina (as) (Figura 20B), lo que no 
lo hace ser el mejor marcador de la vía para el OL. Sin embargo, la expresión de 
Ci analizada con el anticuerpo, que reconoce la forma activa de la proteína 
(ver M&M), muestra una expresión homogénea en la región de la lámina, así 
como en el Ne. En el panel A de la Figura 20  podemos ver la expresión de hh 
en los axones provenientes de los PRs que atraviesan el tallo óptico (os) y 
conectan con las neuronas de la lámina. Y, de acuerdo con el trabajo del 
laboratorio de Kunes, esos axones transportarían la proteína Hh que, al tocar los 
LPCs, activarían en ellas la vía (Huang and Kunes, 1996) (visualizado por un 
incremento en la señal de CiA)). Justo en esta región es donde se detecta más 
fuertemente la presencia de Ci-A, por lo tanto, Ci es un buen marcador de la 










En un primer paso para relacionar los genes hth/eya/so con la vía Hh, dado 
que contribuyen a controlar la expresión de dac y por tanto, a la especificación 
y diferenciación de las neuronas de la lámina, estudiamos el efecto que podría 
tener la ausencia de la vía Hh sobre estos genes. Para ello indujimos clones FRT 
smo- para bloquear la vía Hh, usando como marcador dac, cuya expresión 
sabemos que se pierde en clones smo- (Figura 21A; Huang and Kunes, 1996) y 
observamos el efecto sobre hth. En clones smo-, hth experimenta un incremento 









GFP.	 Una	 mayor	 magnificación	 de	
las	 regiones	 encuadradas	 se	
observa	 en	 los	 paneles	 centrales	 y	
de	 la	 derecha,	 como	 canales	
individuales.	 	 (A,	 N=4)	 En	 el	 clon	
smo3	 Dac	 no	 se	 expresa	 y	 Hth	 es	
regulado	positivamente	y	al	mismo	
tiempo	su	expresión	se	extiende	(B).	





(Figura 21B). En los mismos clones smo- analizamos el efecto sobre eya (Figura 
21B). En estos clones, aunque de nuevo se observa la expansión de hth, el patrón 
de expresión de eya no se ve afectado, ni tampoco sus niveles de expresión, 
resultando su regulación independiente de la vía Hh. Dado que Hh activa la 
expresión de dac (Huang and Kunes, 1996), cabría la posibilidad de que la 
desrepresión de hth fuera debida a la falta de dac y no al efecto directo de Hh 
sobre hth. Para comprobarlo, observamos si el patrón de expresión de hth se 
veía alterado en clones dac- y confirmamos que en estos clones también se 
producía una desrepresión y expansión de hth en la región de la lámina (Figura 
22C). Para probar que este efecto no fuera debido a un bucle de regulación de 
dac sobre la vía Hh (i.e. que la pérdida de dac causase un fallo en la 
señalización por la vía de Hh), analizamos el requerimiento de dac para la 
actividad de la vía Hh. Si bien en los clones smo- la expresión de CiA (Motzny 
and Holmgren, 1995; Alexandre et al., 1996) está reducida  (Figura 22A), en 
clones dac- la expresión de CiA no se vió alterada (Figura 22B), indicando que 
dac no es requerido para la transducción de la señal de hh. El conjunto de estos 
resultados indica que dac es requerido aguas abajo de eya/so y de la vía hh 
para reprimir hth. De hecho, cuando expresamos dac ectópicamente en clones 
en el Ne, el resultado fue una regulación negativa autónoma celular de hth 
(Figura 22D), indicando que dac no sólo es requerido, sino suficiente para 
reprimir hth ectópicamente en clones en el Ne, el resultado fue una regulación 
negativa autónoma celular de hth (Figura 22D), indicando que dac no sólo es 












Molecularmente, se ha demostrado que la proteína Dac trabaja, al menos 
en algunos contextos del desarrollo, en un complejo con las proteínas So/Six y 
Eya (Chen et al., 1997; Pignoni et al. 1997; Ikeda et al., 2002). Con el objetivo de 
obtener más información sobre si dicho complejo podría estar implicado en la 
represión de hth en la región de la lámina en desarrollo, examinamos el 
potencial represivo de dac sobre la expresión de hth en células privadas de eya. 
Puesto que eya se expresa ya en el Ne, clones de expresión de dac fueron 
Figura	 22.	 dac	 reprime	 hth	 aguas	 abajo	 de	 la	 vía	 Hh.	 Los	 paneles	 de	 la	
izquierda	 corresponden	 a	 vistas	 de	 la	 superficie	 de	 OLs	 en	 fase	 tardía	 L3	
conteniendo	clones	(A)	smo3,	y	(B,C)	dac3,	marcados	por	la	ausencia	de	GFP,	y	













examinados en discos imaginales de antena y de ala, donde eya no se expresa. 
Los clones dac+ indujeron eya sólo en la región ventral de la antena (Figura 
23A). Ya sea en la retina, la pata o el ala, los clones dac+ no activaron eya y 
aún así fueron capaces de reprimir hth de una manera autónoma celular (Figura 
23), indicando que Dac tiene el potencial, por si solo, para actuar como represor 









Sin embargo, posteriores análisis en los OLs mostraron que, cuando se realizaron 
clones expresando dac y que al mismo tiempo carecen de eya ( y por tanto de 
so) usando la técnica MARCM, los niveles de Hth en estos clones fueron similares 
a aquellos en la región adyacente de células normales (N=5) (Figura	24). Estos 
clones eya- dac+, al igual que los clones sólo mutantes para eya lindan con la 
lámina, pero rara vez son capaces de expandirse dentro de ella. Sólo en dos 
casos (de más de 40 clones examinados) los clones eya- dac+ se expanden 
claramente en el dominio de pre-ensamblaje de la lámina, permitiendo el 
análisis de los clones en la región de expresión de Sim.  
Single-minded (sim) es un factor de transcripción bHLH-PAS implicado en el 
ensamblaje de las neuronas de la lámina en los respectivos cartuchos que 
formarán el mapa retinotópico. sim es también uno de los genes activados por 
Hh (Umetsu et al., 2006). Como se describe en el siguiente apartado, sim es 
reprimido por Hth, cuando éste es expresado ectópicamente o desreprimido 
dentro de la región de la lámina. En otros clones eyaE8 Dac+ se utilizó Sim como 








Eya	 (flechas).	 En	 cualquier	 otro	 lugar	
los	clones	Dac+	reprimen	Hth	de	unna	
forma	 autónoma	 celular	 sin	 la	 ex-
presión	 detectable	 de	 Eya	 (puntas	 de	
flecha).	De	forma	similar,	en	discos	de	
ala	 (B),	 los	 clones	Dac+	reprimen	Hth	
de	 forma	autónoma	celular	 sin	que	se	
detecte	la	expresión	de	Eya	(puntas	de	
flecha;	 B).	 Se	 muestran	 tanto	 los	
canales	 combinados	 (a	 la	 izda)	 como	





capaz de reprimir por si sólo hth en ausencia de Eya, esperaríamos que los 
niveles de Sim fueran más bajos, pues en clones eya-, Hth se desreprime, 
















En uno de los casos, la expresión de Sim se redujo dentro del clon (Figura 25B’ 
y Figura 25C), mientras que en el otro clon no se observó ninguna alteración 
notable en los niveles de Sim. En el primer lo interpretamos como que la 
expresión de hth no fue reducida por la expresión únicamente de dac y, al 
seguir presente, reprime a Sim. Los clones  eya- dac+ no consiguen entrar en la 
lámina y fueron muy infrecuentes y pequeños. Estos resultados sugieren que Dac 
no es capaz de regular hth en la ausencia de su compañero Eya. Con esta 
limitada evidencia podemos sugerir que Dac requiere Eya para reprimir 










región	 afectada	 (recuadro	verde)	y	 la	 región	vecina	silvestre	 (recuadro	magenta)	en	E,	donde	 la	 fñecha	roja	marca	 la	
medida	aproximada	del	clon.	El	el	mismo	globo	óptico,	un	pequeño	clon	de	eyaE8,	dac+	(en	los	recuadros	D	y	D’	se	ve	la	





de recuperación de clones eya- dac+ en los OLs puede ser debido a altas tasas 
de apoptosis inducidas por la sobre-expresión de dac, que detectamos 
utilizando un anticuerpo contra Caspasa 3 activada en OLs de los cerebros con 
expresión ectópica de dac+ (datos no mostrados). 
6. La represión de hth en las células de la lámina es necesaria para la 
regulación positiva de sim. 
Como ya hemos comentado anteriormente, además de inducir la expresión 
de dac en las células de la lámina (Huang and Kunes, 1996), Hh también 
también induce la expresión de single-minded (sim) (Umetsu et al., 2006). 
Mutantes para este gen presentan deficiencias en el ensamblaje de las 
neuronas, quedando éstas acumuladas en el dominio de pre-ensamblaje 
(Umetsu et al., 2006). Siendo sim un factor esencial durante el desarrollo de la 
lámina, estudiamos en detalle su patrón de expresión, el cual abarca la región 
de la lámina, de una manera difusa en la región de pre-ensamblaje y 
volviéndose más evidente y nuclear en las neuronas en la región ensamblada 
(Figura 25). Si bien la región de expresión de sim es bastante similar al dominio 
de expresión de dac, éste último se detecta claramente en la cuesta 
descendente del LF (Figura 25A), coincidiendo con hth, mientras que sim se 
expresa posterior a la cuesta descendente del LF, mostrando por tanto un 
patrón de expresión excluyente con respecto a hth (Figura 25B). 
 
Figura	25.		Expresión	de	Dac	y	Sim	en	
el	 OL	 durante	 el	 progreso	 desde	
progenitores	 del	 Ne	 hasta	 neuronas	
de	la	lámina.	 los	OLs	están	orientados	
con	 su	 lado	 medial	 hacia	 la	 izda.	 y	 su	
lado	lateral	hacia	la	dcha.	En	A	y	B,	el	OL	
está	marcado	con	una	línea	punteada.	La	
línea	 discontínua	 más	 gruesa	 indica	
aproximadamente	 la	 posición	 de	 las	
secciones	 que	 se	 muestran	 en	 los	
paneles	 de	 la	 derecha.	 A	 y	 B	 son	
imágenes	 de	 la	 superficie	 del	 Ol,	
mientras	 que	 A'	 y	 B'	 son	 secciones-z	
confocales	 de	 globos	 opticos	 en	 fase	
tardía	 L3.	 Se	 muestran	 los	 canales	




una	 larva	 dac-Z.	 	 La	 tinción	 con	 b-







Para estudiar la relación entre el cassette hth/eya/so/dac y el factor de 
transcripción dependiente de Hh, sim, responsable de la posterior diferenciación 
de las neuronas de la lámina (Umetsu et al., 2006), realizamos experimentos de 
inducción de varios tipos de clones. En clones knockdown de so (ARNi-so) 
observamos la ausencia de Sim. Sin embargo, en estos clones sabemos que hth 
es dereprimido (Figura 26A). Por tanto, cabe la posibilidad de que la ausencia 
de Sim responda a una represión por parte de hth al dereprimirse éste en esa 
región.  
Para discernir entre ambas posibilidades, es decir, el requerimiento de un input 
positivo por parte de los genes RD o bien la existencia de un represor (hth), se 
eliminó o atenuó la expresión de so y hth simultáneamente. En estos clones so-, 
hth- la expresión de sim también desaparecía (Figura 26B), indicando pués la 
necesidad de un input positivo por parte de los genes RD para activar la 
expresión de sim. Otro aspecto a tener en cuenta es el requerimiento de estos 
genes RD, eya y so para la expresión de dac, apareciendo una nueva incógnita 
que desvelar: ¿son eya y so directamente requeridos para la expresión de sim, 
o se trata de un efecto indirecto por la ausencia de dac.? Para ello observamos 
clones dac- (dac3), en los cuales sabemos que la expresión de sus reguladores 
eya/so no se ve comprometida. El resultado fue nuevamente la pérdida 
autónoma celular de la expresión de sim en estos clones dac- (Figura 26C). De 
nuevo el bucle de regulación nos planteó una nueva incógnita: Sabemos que 
en clones dac-, la pérdida de dac viene acompañada por una derepresión de 
hth (Figura 21, Figura 22C, Figura 26A y C), de forma que aunque se requiera un 
input positivo de los genes eya/so/dac, esto no descarta que hth también 
pueda aportar un componente de regulación negativa. Para determinar si hth 
era directamente el responsable de la represión de sim en las células dac-, 
indujimos clones de expresión ectópica de hth en la lámina (Figura 26D y E). En 
estos clones observamos que no sólo sim es reprimido (Figura 26D), sino que esta 
represión ocurre sin cambios detectables sobre la expresión de dac (Figura 26E).  
Por tanto, podemos concluir que los genes RD son requeridos para la expresión 




papel crítico en esta regulación es llevado a cabo por dac, el cual es necesario 























Figura	 26.	 La	 expresión	 de	 sim	
depende	de	una	regulación	directa	
por	 parte	 de	 los	 genes	RD	 y	 de	 la	
represión	 por	 parte	 de	 Hth.	 (A-E)	
Vistas	de	la	superficie	de	OLs	en	fase	
tardía	 L3.	 Imágenes	 a	 mayor	
maginificación	de	las	regiones	encua-
dradas	 se	 muestran	 en	 los	 paneles	
centrales	 y	 de	 la	 derecha,	 como	
canales	 individuales.	 (A,	 B)	 La	
expresión	 de	 Sim	 depende	 de	 una	
"señal"	por	parte	de	los	genes	RD.	Los	
clones	 RNAi-so	 (A)	 y	 RNAiso+RNAi-
hth	 (B,	 N=4),	 marcados	 posi-
tivamente	 por	 la	 expresión	 de	 GFP	
fueron	 teñidos	 para	 Hth	 y	 Sim.	 En	
ambas	 situaciones,	 la	 expresión	 de	
Sim	 se	 perdió	 de	 forma	 autónoma	
celular.	 (C,	 N=8)	 En	 clones	 dac3	
(marcados	 por	 la	 ausencia	 de	 GFP),	
Hth	 es	 mantenido,	 mientras	 que	 la	
expresión	 de	 Sim	 se	 pierde.	 (D,	 E)	
Expresión	 ectópica	 de	 hth	 en	 clones	
dentro	de	la	lámina.		Los	clones	están	
marcados	 positivamente	 por	 GFP	 y	
fueron	 teñidos	 para	 Hth	 y	 Sim	 (D,	
N=11)	 y	 Hth	 y	 Dac	 (E,	 N=5).	 La	
expresión	de	Sim	se	pierde	de	forma	
autónoma	 celular	 mientras	 que	 la	





7. Relación de los genes hth/eya/so/dac con las vías de señalización Dpp 
(BMP4) y Wingless (Wnt). 
7.1 Dpp y Wg durante el desarrollo del disco imaginal de ojo. 
decapentaplegic (dpp) codifica para una molécula tipo BMP2/4, un 
miembro de la superfamilia TGFb, la cual está ampliamente conservada entre 
especies y juega papeles clave en diversos procesos celulares y moleculares 
(reviewed by Hogan, 1996; Massague and Chen, 2000). En Drosophila, DPP 
proporciona información posicional actuando como un morfógeno (Lecuit et 
al., 1996; Nellen et al., 1996) (reviewed by Tabata and Takei, 2004), y controla la 
proliferación y el modelado en diversos tejidos, incluyendo el disco imaginal de 
ojo, entre otros. En este tejido, la expresión de dpp está bajo el control de 
Hedgehog (Hh), que actúa como inductor a corto alcance de dpp. Como se 
ha mencionado previamente en la introducción, durante el segundo estadío 
larvario, dpp se expresa en el margen posterior del disco imaginal de ojo 
(Blackman et al., 1991) y posteriormente durante el desarrollo contribuye al 
comienzo de la diferenciación retinal, mediante la iniciación del surco 
morfogenético (MF) (Figura 27) y la activación de los genes tempranos de retina 
(eyes absent, sine oculis y dachshund) (Curtiss and Mlodzik, 2000). Después de la 
iniciación de la diferenciación, la expresión de dpp queda restringida a una fila 
de células dentro del MF. Todos estos procesos de proliferación y modelado del 
ojo de Drosophila son también controlados por la vía de señalización de 
Wingless (wg; Wnt en vertebrados), la cual acota la región del ojo, asegurando 
una correcta y ordenada morfogénesis de los fotorreceptores, además de 
definir la identidad de la cápsula cefálica (Treisman and Rubin, 1995; Royet and 
Finkelstein, 1996). Durante el primer estadío larvario, wg se expresa en el dominio 
anterior del disco imaginal de ojo y al mismo tiempo, dpp se expresa en el 
dominio posterior (Figura 27). Dado que las moléculas codificadas por estos 
genes son moléculas de secreción que actúan como señales a largo alcance, 
y considerando que, en este estadío del desarrollo el disco imaginal es pequeño, 
se supone que todas las células reciben ambas señales. Esta característica y la 
descripción del antagonismo entre wg y dpp, explica porqué la especificación 
del ojo no puede tener lugar durante el primer y segundo estadios, incluso con 




están presentes. Sólo cuando el disco alcanza un tamaño considerable y los 
dominios de expresión de wg y dpp están suficientemente separados, la 
expresión de dpp en la región más posterior del disco es capaz de activar los 
genes tempranos de retina gracias a los bajos niveles de Wg, el cual queda 
restringido a los márgenes anteriores dorsal y ventral del disco (Treisman and 
Rubin, 1995).  
 
7.2 Vías de señalización de Wg/Wnt y Dpp/BMP4 durante el desarrollo de los 
globos ópticos. 
La expresión de wg es detectada en dos dominios simétricos del OPC que se 
encuentran en las regiones distales de éste. Dicho de otro modo, en los extremos 
de la herradura que forman los OLs (Figura	28). Si bien, también encontramos su 
expresión y la de dpp en dos dominios del IPC casi-simétricos (Shoko Yoshida et 
al., 2005; línea discontínua amarilla en Figura	28), lo cual hace probable que sean 
requeridos de algún modo para el desarrollo de la lóbula. Se sabe que Wg es 
requerido durante la formación de los OLs para inducir y mantener la expresión 
del producto de secreción del gen dpp en los dominios adyacentes (Kaphingst 

















OPC	 en	 dominios	 de	 expresión	 adyacentes.	 Vista	 lateral-
angular	 de	 un	 OL	 de	 una	 larva	 tardía	 L3,	 que	 presenta	 la	
construcción	dpp-Z,	 lo	que	 permite	seguir	 la	 transcripción	de	
dpp.	La	 detección	de	dpp	se	 realiza	gracias	 a	una	 tinción	con	
anti-bgalactosidasa	 (verde)	y	 se	 utilizó	anti-Wg	para	detectar	
también	la	presencia	de	esta	molécula	de	señalización.	Para	la	
orientación	se	indica	el	lado	posterior	(arriba)	y	el	lado	anterior	
(abajo,	 donde	 se	 encuentra	 el	 cordón	 nervioso	 ventral).	 La	
región	del	OL	se	encuentra	delimitada	por	una	línea	discontínua	
blanca.	Con	una	línea	discontínua	menos	marcada	se	encuantra	
delimitada	 la	 región	 del	 OPC	 y	 la	 línea	 punteada	 amarilla	
delimita	el	IPC.	nótese	que	también	aparece	la	expresión	de	dpp	





Wingless actúa a través de la vía de decapenthaplegic (dpp) (Spencer et al., 
1982; Padgett et al., 1987) para organizar los centros visuales del cerebro de 
Drosophila, o también llamados a lo largo de este capítulo, globos ópticos. 
Según los estudios de Kaphingst y Kunes, la expresión de Wg es detectada por 
primera vez alrededor de las 10h del desarrollo larvario (31h AEL) en una única 










célula más dorsal del OPC comienza a expresar wg. Con la excepción de éstas 
dos células que expresan wg, las demás células del OPC expresan la molécula 
de adhesión celular fasciclina II (FasII), el producto del gen fasII (Grenningolh et 
al., 1991). Aproximadamente 14h más tarde del comienzo de la expresión de 
wg, la expresión de dpp es detectada por primera vez en una célula adyacente 
a las células que expresan wg. Hacia el final del segundo estadio larvario, cada 
uno de los dominios dpp contiene entre 6 y 7 células cada uno.  Esta expresión 
de dpp coincide exactamente con la reproducida por la construcción de la 
inserción del reporter lac-Z en la región BS 3.0 del promotor del gen dpp 
(Blackman et al., 1991; Figura 29C y C'). Las células que expresan dpp también 
expresan fasII, mientras que no se detecta FasII en las células que expresan wg.  
Se sabe que los dominios de expresión de wg, dpp y fasII corresponden a 
poblaciones celulares que proliferan a lo largo del desarrollo larvario (Kaphingst 




durante el desarrollo larvario produce una disminución de la tasa de 
proliferación celular en el OPC, lo cual concuerda con el fenotipo observado 
en larvas de tercer estadío. Estas larvas mutantes, presentan una médula 
reducida a un remanente como una pequeña región circular, así como 
también una reducción de la lámina. Pero no sólo se ve afectada la 
proliferación, sino también el destino celular. Así, si lo normal es que, las células 
que van a formar la corteza medular, cuando comienza el tercer estadío 
larvario dejen de expresar fasII y comiencen a expresar marcadores de 
diferenciación como Elav (Robinson and White, 1988; Bier et al., 1988; Selleck 
and Steller, 1991), en el caso de cerebros mutantes para dpp, Kaphingst y Kunes 
observaron que el dominio de expresión de fasII estaba bien extendido fuera de 
la lámina hasta incluir grandes áreas de la corteza medular, lo cual indica que 
el programa de diferenciación neuronal también se ve afectado. Así, la 
reducción, al menos de la médula, en animales mutantes para wg y dpp es 
debida tanto a la incapacidad de producir células precursoras corticales como 
al fallo de estos precursores en convertirse en las correspondientes células 
diferenciadas. Se ha observado que los mutantes dpp que reproducen el 
fenotipo de los mutantes wg, son justo aquellos que tienen truncada la región 
reguladora dependiente de wg. La similitud de estos fenotipos sugiere que wg 
podría actuar vía Dpp para inducir a la progenie del OPC a asumir sus 
respectivos destinos neuronales (Kaphingst and Kunes, 1994; Spencer et al., 1982; 
Padgett et al., 1987). 
Por otra parte, la expresión simétrica de Wg en el OPC es lo que define las 
regiones dorsal y ventral de la región diana (lámina y corteza de la medula) 
hacia donde inervan las fibras de la retina en crecimiento. El gen homeobox 
Distal-less (Dll) se expresa en las células que expresan wg y se encuentran 
adyacentes al dominio dpp, siendo significativamente mayor su expresión en el 
dominio dorsal. Los patrones de expresión de wg, dpp y Dll revelan distintas 
identidades de posición para las poblaciones celulares a lo largo del eje dorso-






Otro papel propuesto para dpp es como responsable de controlar el 
desarrollo de la glia, que sirve de soporte a las neuronas de la lámina. Según el 
trabajo de Shoko Yoshida y colaboradores, las regiones marginales dorsal y 
ventral donde se expresa dpp son regiones donde se forman los precursores de 
la glía de la lámina. En sus estudios mostraron que el factor de transcripción glial 
cells missing (gcm), expresado en la glía de la lámina desde un estadio 
temprano de diferenciación y esencial para el correcto desarrollo y 
diferenciación de la misma (Hosoya et al., 1995; Jones et al., 1995; Vincent et al., 
1996), depende de la actividad de dpp en los OLs. Es por ello que el número de 
células gcm-positivas, así como el de células maduras de la glia, se ven 
severamente reducidas en los mutantes dpp, así como en clones mutantes de 
los componentes intracelulares de la vía Dpp y la activación ectópica de la vía 


















Dada la importancia de la vía Dpp en la formación y organización de los OLs 
nos propusimos analizar una posible conexión con nuestros genes de estudio 
(hth, eya, so, dac). El comienzo de la expresión de Dpp es muy temprano como 
ya se ha descrito, y como se puede observar en la Figura 29 donde también 
aparece la expresión de eyes absent en un globo óptico de estadío L2 tardío. 
Dado que ni eyeless ni twin of eyeless parecen ser los inductores directos de la 
expresión de los genes hth, eya o so en el OPC, durante el desarrollo larvario, 
¿Podría ser la vía Wg, a través de la inducción de dpp, la desencadenante de 
su expresión y/o activación.? Para responder a esta pregunta, probamos a 
activar ectópicamente la vía Dpp induciendo clones FLP-OUT, en los cuales se 
expresó ectópicamente la forma contitutivamente activa del receptor de Dpp, 
thick veins (tkv), TkvQD, y cuya expresión sabemos que abarca la región del OPC 
(Figura	 30). Más concretamente, el dominio de expresión más fuerte de tkv se 
extiende desde la región de las LPCs hasta las células inmediatamente 
posteriores al LF, es decir, en el dominio de prensamblaje de las neuronas de la 
































En la Figura 31 podemos observar varios ejemplos de clones TkvQD. El fenotipo 
de estos clones depende de la región donde se encuentre el clon y de las 
dimensiones de éste. Así en la Figura 31B, se observa que el clon abarca la región 
de la lámina donde se produce un acúmulo de células Eya+. Sin embargo, no 
se ve ningúna alteración en cuanto al patrón de expresión de hth. No obstante, 
en las Figura 31A y C, ambos clones se localizan en la región del Neuroepitelio 
donde se produce la proliferación celular y en este caso tanto Eya como Hth se 
ven afectados. La activación ectópica de la vía Dpp en el Neuroepitelio 
produce una especie de sobrecrecimiento que da lugar a repliegues del tejido 















tratara de la inducción de nuevas regiones generadoras de lámina, pues se 
puede observar la aparición de un LF dentro del clon (flechas en la Figura 31A'').  
Por tanto, el efecto observado es más bien indirecto sobre hth y eya, y se 
debe a un sobrecrecimiento del tejido donde ambos se expresan normalmente. 
Esto concuerda con los fenotipos observados por Melissa A. Hayden y sus 
colaboradores al utilizar dobles mutantes del supresor de tumores APC, un 
regulador negativo de la vía Wg (Hayden et al., Developmental Biology 305 
(2007) 358–376). Wg activa dpp en los globos ópticos como ya hemos 
comentado anteriormente y como sugieren Kaphingst y Kunes, wg podría 
actuar vía Dpp para inducir a la progenie del OPC a asumir sus respectivos 
destinos neuronales. Es decir, los clones inducidos en los que la vía Wg se activa 
permanentemente por falta de su supresor (APC), observaban un 
sobrecrecimiento que como consecuencia produce repliegues epiteliales 
facilmente detectables utilizando el marcador DE-cad. (figura 4 de su trabajo 











Con respecto a la falta de función de tkv, los resultados observados hasta 
ahora en clones FLP-FRT de tkv-, no nos dan suficiente información para poder 
concretar el efecto que produciría anular la vía Dpp en las células precursoras 











proliferación celular, resultando un menor número de células precursoras de la 
lámina. También podría ocurrir que la falta de precursores en ciertas regiones se 
vea rescatada por células precursoras de regiones vecinas, sin observarse 
cambios apreciables en el número final de neuronas de la lámina. Es decir, una 
especie de selección negativa de las células que carecen del receptor tkv, al 
igual que ocurre a veces con las células eya-. 
Otro aspecto que estudiamos fue la inhibición de la vía Wg en el OPC. Para 
ello utilizamos la línea c855a-G4, que se expresa en las células tanto del OPC 
como del IPC (Egger et al., 2007; Hrdlicka et al., 2002), y la cruzamos con una 
línea UAS-DAxin, con el objetivo de expresar la proteína Axin en todas las células 
del OPC. Axin es un regulador negativo de la vía de señalización de Wg. Se sabe 
que la sobrexpresión de Axin produce el mismo fenotipo que la pérdida de 
función de wg. Axin facilita la formación del complejo de degradación de 
Armadillo (b-catenina) e incrementa la fosforilación y degradación de la b-
catenina citoplasmática, inhibiendo la vía de esta forma (Zeng et al., 1997; Amit 
et al., 2002).  
Aunque se trata de un experimento a groso modo, pudimos observar que si 
bien ni los niveles ni la distribución de las proteínas Hth y Eya variaban, la 
morfología del OL si se vió alterada, mostrando una superficie menor y una 
lámina de menor tamaño del correspondiente a su estadío larvario (Figura 32). 
Así, una reducción en el tamaño del OL tiene como consecuencia un menor 
número de células en el neuroepitelio que expresen eya y hth, además de un 
menor número de células eya+ en la lámina, probablemente por una reducción 
en el número de LPCs.  
No podemos concluir si las vías Wg y/o Dpp tienen algún efecto directo sobre 
los genes hth/eya/so/dac, porque en cualquier experimento realizado para 
reprimir o sobreactivar la vía produce un dramático efecto sobre la proliferación 
y el crecimiento del Ne del OPC e IPC. Sin embargo, podemos sugerir que tanto 
la vía Wg como la vía Dpp no parecen tener un efecto directo sobre los genes 
hth/eya/so/dac, sino más bien un efecto indirecto debido a su papel en la 




8. Modelo propuesto para el desarrollo larvario de la lámina.  
Con los resultados obtenidos en este trabajo hemos diseñado un modelo (Figura 
33) en el que se muestran los patrones de expresión de los genes indicados en 
la figura, gracias a cuyo análisis hemos hallado que participan en el desarrollo 
de la lámina durante el estadio larvario. El modelo, además, muestra en un 
esquema de la sección de un OL, cómo ocurre el proceso de reclutamiento de 
las neuronas de la lámina, desde la región progenitora del neuroepitelio (Ne), y 
una vez las células pasan a ser precursores de la lámina, hasta la región de la 
lámina, donde se especifican como neuronas, y posteriormente son 
empaquetadas en el compartimento de ensamblaje para formar los cartuchos 
de neuronas de la lámina. En la Figura	34 se muestra, de forma esquemática, las 
interacciones reguladoras entre los genes que regulan la especificación de la 




Las	 flechas	 marcadas	 por	 M	 y	 L	 indican	 el	 movimiento	 de	 las	 olas	 de	 diferenciación	 de	 la	 médula	 y	 la	 lámina,	
respectivamente.	La	línea	punteada	en	verde	indica	un	bajo	nivel	de	expresión	de	Eya	y	So,	que	se	intensifica,	conforme	




































Al comienzo de este capítulo, planteábamos la hipótesis de si los genes que 
forman la red génica altamente conservada durante el desarrollo de retina, 
tanto en vertebrados como en invertebrados, podrían participar también 
durante el desarrollo del globo óptico de Drosophila. De esta manera podríamos 
hablar de un ancestro común en cuanto al desarrollo de ojo entre vertebrados 
e invertebrados, como plantea Erlick en su hipótesis 2. Durante los estudios 
realizados, hemos desvelado la red génica reguladora que opera de forma 
autónoma celular durante la especificación de las neuronas de la lámina en el 
globo óptico. El modelo regulador que resulta de este trabajo se resume en el 
esquema de la Figura 33.  
Con los resultados obtenidos se demuestra que la expresión de los genes RD eya 
y so son requeridos de forma autónoma celular para la especificación de las 
neuronas de la lámina, a través de la activación de, al menos, dac y sim. Su 
expresión es iniciada en las células del Ne a bajos niveles, pero su expresión se 
ve incrementada después del LF. El hecho de que eya y so se regulen 
mutuamente de forma positiva causaría, sobre cierto humbral de expresión, que 
eya y so llegaran a su nivel máximo de expresión. hth podría estar regulando 
este humbral, puesto que hth actúa in vivo como un represor de eya en los 
progenitores del Ne. La regulación de la expresión de eya podría ser 
posteriormente requerida para la segregación espacial de las células en 
diferentes estados a lo largo de la ruta de diferenciación de la lámina. Así, los 
clones eya- son recuperados rara vez en las regiones internas de la lámina 
(Figura 16A), lo cual podría ser indicativo de una exclusión del tejido mutante 
eya- o de la eliminación de estas células de la región de la lámina. Algo similar 
ocurre con los clones mutante smo y sim, los cuales tampoco aparecen en 
regiones internas de la lámina (Umetsu et al., 2006). Además, hth es requerido 
para mantener la proliferación normal de las células del Ne, así encontramos, 
que los clones mutantes para hth crecen, un promedio, de un 30% menos que 




El reclutamiento de las células precursoras de la lámina desde los progenitores 
del Ne es dirigido por las sucesivas oleadas entrantes de axones R1-6, por tanto, 
acoplándose a la diferenciación de la retina (Selleck and Steller, 1991; Huang 
and Kunes, 1996). La proteína Hh liberada por los axones activa su vía de 
señalización corriente abajo y, como consecuencia, la expresión de dac es 
regulada positivamente en las células que expresan eya y so (Huang and Kunes, 
1996; Chotard et al., 2005). En este trabajo se muestra que el resultado neto de 
esta activación es una represión eficiente de hth para permitir la expresión de 
sim y, por tanto, la diferenciación normal de la lámina. Se ha demostrado que 
dac y sus homólogos, los genes Dach, forman un complejo proteíco con las 
familias de proteínas So/Six y Eya (Chen et al., 1997; Pignoni et al., 1997; Ikeda et 
al., 2002) y que actúa de forma sinérgica con ellas en los ensayos de inducción 
ectópica de ojo (Chen et al., 1997; Pignoni et al., 1997). Además, Dac posee un 
dominio de unión al ADN (Kim et al., 2002). El hecho de que la expresión 
ectópica de dac no parece ser capaz de reprimir hth sin Eya sugiere que esta 
función requiere la formación de un complejo trimérico con So y Eya. hth, eya, 
so y dac se co-expresan transitoriamente en algunas células de la cuesta 
posterior del LF, antes de que hth sea apagado. Esta región posterior podría 
representar una región de transición en la que estos procesos de regulación 
tienen lugar (Figura 33). Con respecto a la activación de la expresión de sim, no 
hemos podido determinar claramente si puede ser llevada acabo sólo 
mediante Dac o mediante el complejo So-Eya-Dac, aunque la limitada 
evidencia que tenemos es compatible con el hecho de que Dac requiera la 
cooperación de Eya/So. 
En el desarrollo del ojo compuesto, los progenitores se caracterizan por la 
expresión de hth, mientras que las células precursoras (contenidas en el dominio 
conocido como preproneural, PPN) expresan altos niveles de eya, so y dac, y 
no expresan hth (Bessa et al., 2002). Sin embargo, una inspección detallada del 
dominio progenitor de ojo muestra que las células que expresan hth también 
coexpresan genes RD, tales como eya, aunque a bajos niveles (Figura 14), como 
se demuestra en este capítulo que ocurre en el caso de los progenitores del Ne 
en el OL. Por tanto, el ojo y la lámina derivan de progenitores que muestran 
remarcables similitudes. Sin embargo, también hay que resaltar las diferencias 




jerarquía genética del desarrollo de ojo, se expresan durante el desarrollo de la 
lámina (Callaerts et al., 2001; Morante et al., 2011)(Figura 7), y toda la 
información disponible sobre ey, incluidos los mutantes de ey (Callaerts et al., 
2001), la expresión de formas dominante negativas para ey (Morante et al., 
2011) o los knock-downs de ey y toy mediados por ARNi (nuestros propios datos, 
no mostrados), es compatible con el hecho de que estos genes no estén 
jugando un papel directo en el desarrollo de la lámina, al menos durante los 
estadíos larvarios. Lo mismo ocurre con el gen tsh y su parálogo tio, ambos son 
genes tempranos durante el desarrollo de ojo y ninguno es expresado en el 
neuroepitelio del OPC (no mostrado), aunque sus células con capaces de 
responder a la expresión de tsh, estimulando la proliferación y bloqueando la 
diferenciación de la lámina (Figura 9). Puesto que en el ojo se ha demostrado 
que tsh y hth interactúan directamente con Yki para activar los genes diana 
regulados por Hippo (Peng et al., 2009) y la proliferación en el OPC es controlada 
por la vía Hippo (Redy et al., 2010), proporcionando tsh es probable que 
también se promueva que hth y yki mantengan el estado proliferativo de las 
células neuroepiteliales (ver Figura 9).  
Un reciente análisis de expresión realizado en el laboratorio donde se ha llevado 
a cabo esta tesis, muestra un dato interesante: Optix se expresa en los OLs 
durante el desarrollo larvario (datos de Mª Angeles Dominguez-Cejudo, no 
mostrados). Su expresión en el OL, parece ser bastante similar a la de eya/so en 
la región del OPC, sin embargo, Optix no se expresa tan cerca de los extremos 
de la herradura. Optix es un miembro de la familia génica Six/so y 
concretamente es el ortólogo en Drosophila de la subclase Six3 de ratón, así 
como sine oculis es el ortólogo de la subclase Six1. La expresión de Optix es 
diferente a la de so, aunque tienen patrones solapantes en el ed, Optix se 
expresa en la región anterior al MF (Seimiya y Gehring, 2000; datos no publicados 
de C.M. Luque y F. Casares), región donde se encuentran los progenitores y 
precursores de la retina. Si bien, la expresión de eyeless es más temprana que la 
de Optix, éste no parece ser inducido por ey, sino más bien su expresión es 
independiente de ey (Seimiya y Gehring, 2000), a diferencia de lo que ocurre 
con so (Halder et al., 1998). De hecho, Optix es capaz de inducir ojos ectópicos 
en un fondo mutante para ey en la región de la antena, aunque su eficiencia 




no interacciona con Eya, a pesar de tener un dominio Six, de manera que la 
sobrexpresión conjunta de Eya+Optix no genera una mayor eficiencia en la 
generación de ojos ectópicos (Seimiya y Gehring, 2000). El hecho de que Optix 
sea un gen temprano de ojo, capaz de inducir ojo ectópico y que no requiera 
la presencia de ey, nos hace pensar que podría ser un candidato para ocupar 
la posición inicial de la cascada de señalización que active los genes 
hth/so/eya durante el desarrollo del OL. Sería necesario realizar un estudio de su 
patrón de expresión en el OL en estadíos larvarios tempranos (L1, L2) para ver 
cuando comienza su expresión y si es anterior a la aparición de estos genes. 
Sería ideal el estudio de clones mutantes Optix, con el fin de ver su efecto sobre 
estos genes y sobre el desarrollo de OL en general, pero por desgracia, hasta la 
fecha, no se dispone de un mutante para este gen.  
Otra diferencia significativa entre el desarrollo de la lámina y del ojo es que, 
durante el desarrollo de ojo (retina), hh no regula la expresión de hth, al menos 
directamente, porque el bloqueo de la vía hh en clones smo- no afecta el 
patrón de hth (Firth y Baker, 2009; Lopes y Casares, 2010). En el ojo, el papel 
represivo de hth se ha demostrado que es llevado a cabo mayormente por el 
homólogo de BMP2, Dpp (Lopes y Casares, 2010), el cual es en si mismo una 
diana de hh (Herbelein et al., 1993; Greenwood y Struhl, 1999; Fu y Baker, 2003). 
En los OLs, varios trabajos han demostrado que Dpp juega un papel 
significativamente diferente: en la especificación de la glia de la lámina 
(Yoshida et a., 2005) y en la proliferación del OPC (Kaphingst y Kunes, 1994; 
Hayden et al., 2007). De hecho, en los resultados aquí mostrados, no vemos una 
alteración en el patrón de expresión de hth o de los genes RD cuando 
sobreactivamos la vía Dpp en el OPC, sino más bien lo que se observa es la 
formación de unos pliegues por el sobrecreciemiento del Ne del OPC (Hayden 
et al., 2007) (Figura 31, A y C).  
Quizás la diferencia más llamativa resida en el papel jugado por dac. En el ojo, 
dac es requerido para la iniciación de la diferenciación de la retina; sin 
embargo, una vez que la onda de diferenciación está avanzando, quitar dac 
tiene poco efecto en el proceso (Mardon et al., 1994). Por consiguiente, los 
clones dac- no des-reprimen hth (C. Bras-Pereira y Fernando Casares, no 




lámina, donde es requerido para la represión de hth. Los resultados de este 
trabajo, en el cúal se muestra que en los clones mutantes de dac se pierde la 
expresión de sim, están en contraposición con los resultados aportados por 
Umetsu y colaboradores (Umetsu et al., 2006) quienes no encontraron efecto 
alguno sobre sim, tras eliminar dac. Si bien, hay que destacar, que mientras los 
clones aquí mostrados (Figura 26C) fueron inducidos utilizando una flipasa 
inducible por heat-shock (hs-flp), los clones de Umetsu y colaboradores fueron 
inducidos con una línea Gal4 (NP6099-Gal4; Yoshida et al., 2005) dirigiendo un 
UAS-flp, lo cual puede causar un fenotipo más suave debido al retraso en la 
inducción de los clones. Esto podría resultar solamente en una reducción muy 
sutil de la expresión de sim y podría haber sido obviado en el anterior artículo. 
Además en el apartado 6 de este capítulo, no sólo observamos la pérdida de 
sim en clones dac- sino también en el caso de clones ARNi para so (Figura 26A), 
incluso en la ausencia de su represor hth (Figura 26B) y también en clones 
mutantes de eya (no mostrado), vemos la pérdida de sim. Teniendo en cuenta 
que en estos clones se pierde la expresión de dac (Figura 16), la pérdida de sim 
en estos clones es otro punto más que apoya nuestros resultados. Si bien, sim 
podría estar requiriendo un input positivo de eya/so directamente. Aún así, esto 
unido al hecho de que hth es capaz de reprimir sim y que dac es capaz de 
reprimir a hth, da sentido al hecho de que en ausencia de dac, hth sea de-
reprimido, como ya hemos observado en clones dac- y, por consiguiente, en 
presencia de su represor, Sim no esté presente.  
El uso del casette hth/eya/so/dac parece estar evolutivamente conservado, 
como los genes de las familias Pax, Six, Eya, Dach y en algunos casos, Meis se ha 
visto que son coexpresados y funcionales durante el desarrollo de muchos tipos 
diferentes de órganos en vertebrados: desde ojos, placas sensoriales o regiones 
cerebrales, hasta musculos, riñones o páncreas (Ikeda et al., 2002; Zhang et al., 
2002; Li et al., 2003; Bessarab et al., 2004; Purcell et al., 2005; Zhang et al., 2006; 
Bumsted-O'Brien et al., 2007; Kaiser et al., 2007; Erickson et al., 2010; Santos et al., 
2011). Por tanto, estudios futuros de el desarrollo temprano de la lámina pueden 
arrojar algo de luz a los principios generales governados por este cassette 





MATERIALES Y MÉTODOS 
Las larvas utilizadas en cada experimento fueron crecidas a 25ºC a menos que 
se inque lo contrario. Como stock control silvestre se utilizó w1118. Como linea 
reportera de la expresión de dac se utilizó: P {PZ}dac P(ry+)/Cyo; ry506 , como 
línea reportera de tkv se utilizó: tkv-lacZ/Cyo de Hernesto Sanchez Herrero, para 
seguir la expresión de dpp se utilizó: yw;;dpp-lacZ (Bloomington 8412), para 
seguir la expresión de hh se utilizó la línea: hh-Gal4/TM2 de Joaquim Culí y como 
línea reportera de la expresión de ptc, se utilizó:  ptc-lacZ y para la expresión de 
ey se utilizó la línea: ey-lacZ (II) (Czenry et al., 1999). Para la expresión ectópica 
dirigida utilizamos el sistema UAS/GAL4 (Brand and Perrimon, 1993). Las líneas 
UAS empleadas fueron: UAS-ds-eya (UAS-eya-RNAi; VDRC 43911), UAS-ds-so 
(UAS-so-RNAi; VDRC 104386), UAS-ds-hth (UAS-hth-RNAi; VDRC 12764, UAS-GFP-
hth (Casares and Mann, 2000), UAS-Flag-HA-eyaB2 and UAS-Flag-HA-tsh (ambos 
cedidos amablemente por CM Luque), yw;;UAS-tkvQD/TM6B (Nellen et al., 1996),  
UAS-DAxinA2-24 (Willert et al., 1999), UAS-dac and UAS-HA-dac (Shen and 
Mardon, 1997); Tavsanli et al., 2004 ) and UAS-GFP (Bessa and Casares, 2005).  
Los clones de células mutantes para hth (hthP2), smoothened (smo3), eya 
(eyaE8) and dac (dac3) fueron generados por recombinación mitótica  (Xu 
and Rubin, 1993). Estos alelos han sido descritos en Flybase. Los clones fueron 
inducidos mediante un choque térmico (HS) a 37ºC durante 30’ entre las 48h 
y 72h tras la puesta del huevo (AEL) en larvas de los siguientes genotipos: yw, 
hs-flp122;; FRT82B hthP2/FRT82B Ubi-GFP, yw, hs-flp122; eyaE8 FRT 40A/ Ubi-GFP 
FRT40A, yw, hs-flp122, smo3 FRT40 /Ubi-GFP FRT40A and yw, hs-flp122; dac3 
FRT40/ Ubi-GFP FRT40A. En todos estos casos, las células mutantes fueron 
marcadas por la ausencia de GFP. Con el objetivo de dar una mayor ventaja 
de crecimiento a las células mutantes hthP2, los clones hthP2 fueron inducidos 
haciendo uso de la técnica Minute (Morata and Ripoll, 1975). Los clones se 
indujeron en larvas yw, hs-flp; FRT82B hthP2/ FRT82B arm-lacZ, M(3)w124 mediante 
un tratamiento de choque térmico a 37ºC durante 30’ entre las 48h y 72h AEL. 
Los clones fueron detectados por la ausencia de b-galactosidase. 
Los clones de expresión ectópica fueron generados de forma aleatoria 
empleando el método flip-out (Struhl and Basler, 1993). Hembras vírgenes 




llevando las determinadas construcciones transgénicas UAS (ya fueran 
homocigotos o balanceadas sobre TM6B, Tb). Los clones fueron inducidos 
entre las 48h y 72h AEL mediante tratamiento de choque términco de 35'5ºC 
durante 10’. En el caso de las líneas UAS-RNAi, tras el tratamiento HS las larvas 
fueron crecidas a 29ºC para optimizar la expresión del transgen. Exceptuando 
esto, los cultivos se mantuvieron a 25ºC. PAra inducir clones dentro de la región 
de la lámina el tratamiento HS se llevó a cabo entre las 72h y 96h AEL. Se 
seleccionaron las larvas No-Tb para su disección y análisis. Los clones se 
detectaron por la presencia de GFP.  
Construction de la linea transgénica dac3EE-Z  
Esta construcción fue generada por la Dra. Carla Lopes postdoc del laboratorio 
del Dr. Fernando Casares, dentro de uno de sus proyectos de líneas 
transgénicas, quien me cedió una copia para mis experimentos. La región 
genómica que contiene el enhancer dac3EE (Pappu et al., 2005) se amplificó 
por PCR, se clonó en el vector TOPO y se transfirió a un vector attB-pRVV-lacZ 
(Proporcionado amablemente por R. S. Mann, Columbia University). La 
construcción attB se insertó en el segundo cromosoma, en el sitio 22A attP, por 
transgénesis mediada via phi-C31 (Bischof et al., 2007). Los cebadores utilizados 
fueron: 5’-gatcccaaaaggacatcttcaa-3’ and 5’-tcgaatgcaattttaacagaaaaa-
3’. Se utilizaron técnicas genéticas estandar con el objetivo de introducir la línea 
dac3EE-Z en los apropiados fondos genéticos.  
Inmunohistoquímica 
Los discos imaginales de ojo, así como los cerebros fueron disecados y fijados 
de acuerdo con los protocolos estandar. Los anticuerpos primarios utilizados 
fueron: guinea-pig anti-Hth, 1/2000 (Casares and Mann, 1998), rabbit anti-b-
galactosidase, 1/1000 (Cappel), rabbit anti-GFP, 1/1000 (Molecular probes), 
guinea-pig anti-So, 1/1000 (Jemc and Rebay, 2007), rabbit anti-Toy, 1/50 
(Jacobsson et al., 2009), rat anti-Ey, 1/100 (Halder et al., 1995), rat anti-L(1)sc , 
1/100 (cedido por M. Dolores Martín Bermudo, CABD, Seville) y mouse anti-Sim, 
1/50 (gift from A. Baonza, CBMSO, Madrid). Mouse anti-Eya, 1/100 (eya10H6), rat 
anti-DE-cad, 1/100 (DCAD2), rat anti-Elav, 1:1000 (7EBA10), mouse anti-Dac, 




anti-Ci, 1/5 (mAb2A1) fueron de Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa 
University). Los anticuerpos primarios se incubaron en PBS con 0.2% TritonX-100. 
Los anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos fueron de Molecular 
Probes. Como marcador nuclear utilizamos 4',6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI), 1/10.000 de Fluka. Las imágenes fueron obtenidas con los sistemas 
confocales de Leica SPE o SP2 y procesadas con el software Adobe-Photoshop. 
Mediciones de las señales de fluorescencia. Con el objetivo de determinar si 
se detectaban cambios cuantitativos en la expresión de genes en los clones 
de ganancia o pérdida de función, medimos la señal de inmunofluorescencia 
dentro de los clones y en las areas circundantes (control) para correlacionar 
los niveles de expresión. Para su realización, las imágenes RGB se abrieron con 
el software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). El área de interés (el clon 
marcado o la región vecina de tejido silvestre) fue marcada utilizando la 
herramienta de selección libre. Posteriormente, utilizando el "plug-in" “Analyze: 
Measure RGB”, se midió la intensidad media de la señal para el canal 
deseado. Cada clon fue comparado con un parche de tejido silvestre vecino 







Estudio de la familia génica de Fezf, un factor de 
transcripción con 6 dominios Zn-finger 
 
PRIMERA PARTE  
Fezf realiza una función esencial en el establecimiento de las 
subdivisiones del diencéfalo de vertebrados, así como del 
posicionamiento de la Zona Limitans Intrathalámica (ZLI). Estudio del 
origen evolutivo de la ZLI y del papel de Fezf en invertebrados. 
 
INTRODUCCIÓN 
En el año 2000, Matsuo-Takasaki y colaboradores identificaron y clonaron el gen 
Fez (forebrain embryonic zinc-finger) como un nuevo factor de transcripción 
zinc-finger (C2H2) específico del lóbulo frontal del cerebro y de las neuronas 
sensitivas olfatorias (OSNs) de Xenopus. En Xenopus fez se expresa en la placa 
neural anterior a comienzos del estadio 12, y más tarde durante el estadio 45 del 
desarrollo embrionario, se expresa también en varias regiones del telencéfalo, 
incluyendo los bulbos olfatorios y la zona ventricular (Matsuo-Takasaki et al., 
2000). En el mismo año, Hashimoto y colaboradores encontraban en el pez 
cebra (Danio rerio) el gen homólogo al gen fez de Xenopus, al que llamaron fez-
like (fezl), por las semejanzas en cuanto a su secuencia proteica con aquél. Hoy 
día, se sabe que son dos genes los que componen la familia génica Fezf en 
vertebrados y que el llamado fezl corresponde a Fezf2. Estos genes están 
altamente conservados, entre invertebrados p.ej. Drosophila, Platynereis, etc., y 
vertebrados como Xenopus, pez cebra (ZF), ratón y cómo no, en humanos. En 
Drosophila la familia contiene un solo gen Fez llamado Dfez/Earmuff (Pfeiffer et 




dominios C2H2 zinc-finger en el extremo carboxilo terminal (Hashimoto et al., 
2000), no está estrechamente relacionada con otros genes zinc-finger (a nivel 
de secuencias conservadas) para los que se ha descrito un papel en el 
desarrollo neural temprano (Nakata et al., 1998; Brewster et al., 1998; Kuo et al., 
1998; Mizuseki et al., 1998). Además, en la secuencia de aminoácidos, los genes 
de la familia Fezf, presentan un motivo represor Eh1 (Engrailed homology 1) en 
la región amino terminal (Hashimoto at al., 2000), el cual interacciona con la 
familia de co-represores transcripcionales Groucho/TLE, de forma similar al 
dominio represor de varios represores transcripcionales (Bae et al., 2003; 
Kobayashi et al., 2001; Muhr et al., 2001; Shimizu et al., 2002), sugiriendo una 
función de represor transcripcional para Fezf. 
 
Varios son los trabajos publicados sobre Fezf desde que se clonara por primera 
vez en Xenopus, y buena parte de ellos hacen referencia a su función en el 
establecimiento del eje anteroposterior (A-P) durante el desarrollo del cerebro 
de vertebrados. Ambos genes Fezf1 y Fezf2 se expresan de forma solapante en 
el lóbulo frontal del cerebro y los dobles mutantes muestran defectos en el 
patrón rostro-caudal del diencéfalo. El primer trabajo en el que se habla de Fez 
y Fez-like como una familia génica fue publicado por Hirata y colaboradores 
(Hirata et al., 2006), en el que muestran que en ratón estos genes son 
redundantes, y en los dobles mutantes se observa un marcado fenotipo que 
afecta a las subdivisiones del diencéfalo. La función de estos genes es esencial 
para reprimir la formación del diencéfalo caudal en la región rostral del mismo, 
de manera, que la formación de la zona limitans intratalámica (ZLI) depende de 
estos genes. La ZLI es uno de los más importantes organizadores secundarios 








(tálamo ventral) y el tálamo (tálamo dorsal) (Larsen et al., 2001; Shimamura et 
al., 1995). En ausencia de estos genes, los marcadores que se expresan en el 
límite caudal de la ZLI,  como Tcf4 (Figura 36A), Wnt3 (Figura 36C), o Irx (Figura 
36E), se desplazan a una región más rostral como consecuencia de una 
reducción de la región rostral del diencéfalo y una expansión caudal del mismo 
(Figura 36B, D y F, respectivamente).  
 
Un efecto similar fue observado por Jae-Yeong Jeong y colaboradores (Jeong 
et al., 2007) en pez zebra (Danio rerio). En este organismo modelo, fezl se expresa 
en la región de los futuros telencéfalo, diencéfalo y en el hipotálamo, justo 
después de la gastrulación. La actividad reducida de fezl resulta en un déficit 
del pretálamo y una correspondiente expansión de la zona caudal del 
diencéfalo. La sobrexpresión de fezl mediada por el sistema Gal4-UAS en 
gástrula tardía es capaz de expandir el pretálamo, el nervio óptico, telencéfalo 
y el hipotálamo a expensas de los ojos, la ZLI y la región posterior del lóbulo 
frontal e incluso parte del mesencéfalo. El alargamiento de estas subdivisiones 
del lóbulo frontal es precedido por una supresión temprana de la expresión de 
wnt en la región del futuro diencéfalo. De hecho, se sabe que el gen fezl de pez 
cebra es inducido por Dkk1 (Hashimoto et al., 2000), una proteína de secreción 
antagonista de la vía Wnt (Glinka et al., 1998). Así, los experimentos realizados 
por Jae-Yeong Jeong y colaboradores (Jeong et al., 2007), en cuanto a 
ganancia de función de fezl (GOF) demuestran la capacidad de fezl para 
Figura	 36.	 Fezf	 en	 el	 establecimiento	 de	 las	 subdivisiones	 del	
diencéfalo.	(A-F)	A	la	izquierda,	la	expresión	de	los	genes	Tcf4,	Wnt3a	e	
Irx1,	 respectivamente,	 en	 condiciones	 normales	 y	 en	 el	 bloque	 de	 la	
derecha,	 la	 expresión	 de	 los	 mismos	 genes	 en	 un	 doble	mutante	 para	
Fezf1	y	Fezf2.	En	el	doble	mutante	se	aprecia	una	expansión	del	dominio	
de	expresión	de	 estos	 genes	hacia	 la	 región	más	rostral.	 	(G)	 Esquema	









reprimir wnt1 y pax2a, lo cual es seguido por una pérdida de los dos 
organizadores importantes, la ZLI y el midbrain-hindbrain boundary (MHB). Esto 
parece indicar que wnt y fezl se reprimen mutuamente, ya sea directa o 
indirectamente. 
Lo mismo fue verificado para Xenopus en 2009 por Elisa Rodriguez y 
colaboradores (Rodriguez-Seguel et al., 2009), durante su estudio de los genes 
Irx y su importancia en el establecimiento del límite entre el pretálamo y el 
tálamo, es decir en el establecimiento de la ZLI. Analizaron mediante 
experimentos de pérdida (konckdown) y ganancia de función (sobre-expresión) 
la función de los genes Irx indiviualmente o en combinación y observaron que 
estos genes tienen una función esencial y parcialmente redundante en el 
desarrollo neural. Así mismo, observaron que la expresión de los genes Irx limita 
con el dominio de expresión de Fezf justo en la región de formación de la ZLI. 
Hicieron un exhaustivo análisis de la expresión de los genes Fezf1/2 e Irx1/3 en 
diversas situaciones en las que inyectaban diferentes construcciones de los 
genes Fezf e Irx (con dominio represor En1 y otra con dominio activador VP16). 
Todos los estudios llevaron a la conclusión de que los genes Fezf e Irx se reprimen 
mutuamente de una forma directa (Rodriguez-Seguel et al., 2009) y es esta 
represión mutua, la que establece la posición del dominio en el que se desarrolla 
la ZLI.  
Esta es una de las funciones conocidas más importantes de Fezf, ya que los 
organizadores morfogenéticos secundarios se localizan en los límites de los 
compartimentos principales del cerebro de vertebrados, y juegan papeles 
esenciales en el desarrollo del complejo cerebro de este grupo. Los dos 
organizadores internos principales del cerebro son el isthmus organizer (IsO) y la 
zona limitans intrathalamica (ZLI). El IsO se localiza en el límite entre el 
mesencéfalo y romboencéfalo (también conocido como: midbrain-hindbrain 
boundary, MHB), en la región donde limitan los patrones de expresión de Otx 
(orthodenticle) y Gbx (Gastrulation brain homeobox), y la ZLI se desarrolla dentro 
del diencéfalo, entre el pretálamo y el tálamo, en el límite de los dominios de 
expresión de los genes Fezf e Irx (Figura 37). Como es típico para los 
organizadores, las células de estas estructuras son la fuente de factores 




compartimentos celulares adyacentes. Las células de la ZLI secretan de forma 
característica Shh (Kiecker y Lumsden, 2005; Scholpp et al., 2006), mientras que 
las IsO típicamente liberan Fgf8 y Wnt1 (S. Martinez, 2001).  
Una característica fundamental del cerebro de cordados es que tienen una 
organización tripartita caracterizada por las regiones de expresión de los genes 
Otx, Pax 2/5/8 y Hox (Wada et al., 1998). Esta organización tripartita subdivide al 
cerebro longitudinalmente en tres regiones: lóbulo frontal, mesencéfalo y 
romboencéfalo (Figura 38). El lóbulo frontal, caracterizado por la expresión de 
Otx está a su vez subdividido en la región del telencéfalo y el diencéfalo por la 
presencia de la ZLI, región donde limitan la expresión de los genes Fez e Irx, en 
la región anterior y la región posterior, respectivamente (Figura 37). En la región 
del IsO se expresan los genes Pax2/5/8 y en la región anterior al IsO 
(mesencéfalo) se expresa Otx mientras que en la región posterior al IsO 
(romboencéfalo) se expresan los genes Hox (Ver Figura	37). 
Los centros organizadores IsO (MHB) y ZLI están presentes en todos los 
vertebrados, incluyendo los agnatos basales vivos (Osorio J et al., 2005; 
Murakami Y et al., 2005; Murakami & Kuratani) sin embargo, la ausencia de 
morfógenos clave en posiciones topológicamente análogas (Lowe CJ et al., 
2006; Holland LZ et al., 2008) sugiere que los centros de señalización 
comparables no están presentes en invertebrados con un Sistema Nervioso 
Central, incluidos los amphioxos, un cordado basal que se considera el más 
próximo ancestro de los cordados (Murakami Y et al., 2005). A pesar de la 
carencia de los organizadores internos del cerebro en invertebrados, 
observaciones previas sugieren que la interfase entre los dominios de expresión 
limitantes de los genes Otx/otd y Gbx/unpg, los cuales determinan la posición 
del MHB (JP Martinez Barberá et al., 2001; A Simeone, 2000; KM Wassarman et 
al., 1997) (Figura 37), además de Six3 que limita con Otx/otd para definir la región 
más anterior de la placa neural (Patrick et al., 2010), son ancestrales a todos los 
bilaterales (Hirth et al., 2003; Castro LFC et al., 2006; Patrick et al., 2010). 
De este modo, existen evidencias en Drosophila de la existencia de una 
organización tripartita del cerebro, ya que no sólo se encuentra analogía en las 
posiciones de los dominios de expresión limitantes de los genes Otx/otd y 




sino que  además los genes de Drosophila ortólogos a Pax 2/5/8, llamados Pox 
neuro (Pox-n) y Drosophila Pax2 (DPax2) (M. Noll, 1993) se expresan en el cerebro 
embrionario de la mosca en una región del límite transversal posterior al dominio 
de expresión de otd, en el deutocerebro y anterior al dominio de expresión de 









en el tritocerebro. Este dominio transversal es la región del límite deutocerebral- 
tritocerebral (deuterocerebral-tritocerebral boundary DTB) (Figura 39) (Heinrich 
Reichert, 2005). La expresión de estos genes demuestra una disposición análoga 
a la de sus ortólogos en el cerebro de vertebrados. Por contra, mucho menos se 
sabe sobre el origen evolutivo de la ZLI, así como la relación evolutiva entre los 
dos centros organizadores físicamente relacionados. 
 
Como ya hemos mencionado previamente, Fezf se expresa en la parte más 
anterior del cerebro, y su expresión más caudal coincide con el límite anterior 
dominio de expresión de los genes Irx. La interfase de los dominios de expresión 
de Fezf e Irx delinea el borde entre el pretálamo y el tálamo en el diencéfalo de 
vertebrados, y la posición en la cual se forma la ZLI (Figura 37).  Dada la falta de 
estudios en el origen de la ZLI en organismos que no sean vertebrados, nos 
propusimos estudiar en Drosophila, como ejemplo de invertebrado protóstomo, 
la relación entre la expresión del gen Dfez/Earmuff y los genes Irx. Este estudio 
formó parte de una colaboración con los grupos de Jordi García-Fernández y 
Figura	37.	Vista	esquemática	de	un	
SNC	 generalizado	 de	 vertebrados.	
Imagen	 de	M.	 Irimia	 (M.	 Irimia	 et	al.,	
2010).	Localización	 topológica	de	 los	
organizadores,	 la	 ZLI	 y	 el	 IsO	 y	 los	
genes	 clave	 que	 determinan	 su	
posición	en	una	vista	esquemático	del	
desarrollo	 de	 un	 sistema	 nervioso	
central	genertalizado	de	vertebrados.	
El	más	anterior	de	 los	organizadores	






la	 expresión	 de	 los	 miembros	 de	 las	
familias	génicas	de	Otx	(verde)	y	Gbx	





Jose Luis Gómez-Skarmeta, fruto de la cual se publicó el artículo "Conserved 
developmental expression of Fezf in chordates and Drosophila and the origin of 























1. Expresión relativa de los homólogos de los genes Fezf e Irx en el 
SNC en desarrollo de Drosophila. 
El cerebro de Drosophila presenta una estructura tripartita al igual que el 
cerebro de vertebrados (Hirth et al., 2003) y cada una de las partes reciben el 
nombre de protocerebro, deutocerebro y tritocerebro. Teniendo en cuenta los 
marcadores otd, unpg, Pax2/Pox-n, y los homólogos de los genes Hox de 
vertebrados, estas regiones se corresponden con las divisiones de vertebrados: 
prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo, como se indica en la Figura	38 y 
Figura 39.  
 
Hasta este trabajo no se había estudiado el patrón de expresión relativa de 
los genes Dfezf e Irx en el cerebro de Drosophila durante el desarrollo 
embrionario. Este fue nuestro propósito inicial, cuyos resultados fueron 
publicados (M. Irimia et al., 2010). En Drosophila existe un sólo gen Fezf, también 







Figura	 39.	 Esquema	 de	 la	 organización	





tripartita,	 formada	 por:	 el	 lóbulo	 frontal	
(forebrain),	 el	 mesencéfalo	 (midbrain)	 y	 el	
romboencéfalo	 (hindbrain).	 En	 Drosophila	 el	
cerebro	embrionario	 también	 tiene	una	organi-
zación	 tripartita	 la	 cual	 consiste	 en:	 proto-
cerebro,	 deuterocerebro	 y	 tritocerebro.	 Los	
marcadores	genéticos	mostrados	en	el	esquema,	
como	 otd/Otx,	 unpg/Gbx2,	 Pax2/5/8,	 demues-




Figura	 38.	 Esquema	 de	 las	 sub-
divisiones	del	cerebro	embrionario	de	
vertebrados	 (A)	 y	 de	 Drosophila	 (B).		
(A)	El	esquema	muestra	las	subdivisiones	
del	 SNC	 de	 vertebrados	 durante	 el	
desarrollo	 embrionario.	 (B)	 El	 esquema	










Como en cordados, la expresión de Dfezf está restringida a la región más 
anterior del SNC del embrión de la mosca a lo largo de su desarrollo temprano 
(Pfeiffer et al., 2008; Irimia et al., 2010). La expresión de Dfezf comienza en el 
embrión en estado de blastodermo como una franja dorsal y lateral en la región 
anterior (región neurogénica procefálica) del blastodermo (Figura 40A-B).  
De forma característica, los extremos laterales de esta franja se ensanchan, 
haciendo que el patrón se asemeje a unas orejeras (earmuffs) (Figura 40C). 
Durante el estadio embrionario temprano en el que se extiende la banda 
germinal, la franja de expresión de Dfezf se rompe en la línea media dorsal 
(Figura 40, C-D), generando dos dominios simétricos bilateralmente (Figura 40, 
D-E). Durante la embriogénesis tardía, las células que expresan Dfezf se 
delaminan y se agrupan para formar parte de los hemisferios cerebrales (Figura 
40 C, F) (Irimia et al., 2010).  
 
Con el objetivo de averiguar si la expresión relativa de los genes Irx y Fezf está 
conservada en Drosophila y así ver si ambos genes tienen una expresión relativa 
semejante a la que muestran en cordados, donde definen la ZLI. Para ello, 
embriones de la línea mirr-Z se hibridaron in situ con una sonda anti-Dfez y se 
detectó la expresión de ß-galactosidasa (para seguir la transcripción del gen 
mirr). El resultado se muestra en la Figura 41. La expresión de Dfezf es anterior (en 
Figura	40.	Expresión	de	Fezf	durante	
el	 desarrollo	 embrionario	 de	
Drosophila.	 (A-F)	 Expresión	 del	 gen	
Fezf	de	Drosophila	(violeta)	durante	la	
embriogénesis,	 como	 previamente	 se	
ha	descrito	(Pfeiffer	et	al.,	2008,	Irimia	
et	al.,	2010)	en	embriones	de	estadios	
4	 (blastodermo	 sincitial),	 5	 (blasto-
dermo	 celular),	 8,	 10,	 11-12	 y	 14,	
respectivamente.	La	región	anterior	se	
encuentra	hacia	la	izquierda	(todas	son	







el protocerebro) y adyacente a la de mirr (en el deutocerebro). Ambos se 
encuentran dentro de la región de otd, como cabría esperar. 
Nuestros resultados, junto al hecho de que en Drosophila los ortólogos de Otx 
y Gbx también muestran dominios de expresión complementarios (Hirth et al., 
2003) y la presencia del hueco entre los dominios de expresión del gen Fezf de 
moscas y el ortólogo de Gbx (unpg), sugiere que este simple plan inicial de 
genoarquitectura, el cuál subdivide el sistema nervioso central de vertebrados, 
ya estaba presente en el último ancestro común de los animales bilaterales no 
extintos.  
De forma significativa, Fezf e Irx en vertebrados se regulan entre sí de una 
manera mutuamente excluyente. En mutantes "knockout" y "knockdown" para 
estos genes, en diferentes especies de vertebrados, hay un cambio en el límite 
de expresión del gen oponente, ya sea hacia la región anterior (en el caso de 
Irx, Hirata et al., 2006 y Jeong J-Y et al., 2007) o hacia la región posterior (en el 
caso de Fezf, Rodriguez-Seguel et al., 2009). Para evaluar si esta situación estaba 
al menos parcialmente conservada en moscas, analizamos también la 
expresión de Dfezf en embriones mutantes iroDFM3, los cuales carecen de los tres 
genes Irx de Drosophila (Gomez-Skarmeta et al., 1996). En fuerte contraste con 
lo que ocurre en vertebrados, no encontramos ningún cambio apreciable en el 
límite posterior de la expresión de Dfezf, ni ninguna expansión en su dominio de 
expresión (datos no mostrados) (Irimia et al., 2010). 
Figura	 41.	 Dfez	 y	 mirr	 (del	 complejo	 Irx)	 tienen	 patrones	 de	 expresión	 limitantes	 y	 excluyentes.	 (A)	
Presentación	 esquemática	 del	 SNC	 de	 Drosophila	 (protocerebro	 (P),	 deutocerebro	 (D),	 tritocerebro	 (T)	








2. Fezf en el sistema visual de Drosophila. 
Viendo que la expresión de Dfezf durante la embriogénesis tardía en 
Drosophila queda restringida a los hemisferios cerebrales, en los cuales se 
encuentran los primordios de los globos ópticos (encargados de procesar la 
información del sistema visual), nos pareció de especial interés utilizar 
marcadores del sistema visual para precisar mejor el dominio de expresión de 
Dfezf. 
Para tal fin, utilizamos la línea reportera como ey-lacZ, ya que eyeless es 
uno de los marcadores más tempranos del primordio de ojo en el embrión y 
marca el primordio de disco de ojo de una forma clara (Halder et al., 1995).  
Figura	42.	Expresión	de	Dfezf	en	el	primordio	del	globo	óptico.	(A-E)	Imágenes	de	la	región	anterior	del	embrión	
de	Drosophila	donde	se	desarrollan	los	primordios	del	cerebro	y	del	sistema	visual.	(A-B)	Vistas	dorso-laterales	de	













Como se puede apreciar en la Figura 42, Dfezf se expresa en el embrión no sólo 
en la región que dará lugar a los hemisferios cerebrales de Drosophila, sino 
también en la región que formará los globos ópticos. Al comparar el patrón de 
Dfezf con los patrones de ey y de FasII (un marcador de axones que nos permite 
visualizar los primordios del órgano de bolwig (bo, el órgano visual larvario) y de 
los globos ópticos (ol), así como el nervio óptico que los une y otras regiones del 
sistema nervioso), podemos deducir que Dfezf no se expresa en los primordios 
de los discos imaginales de ojo (Figura 42B), ni en el bo (Figura 42D).  
Una vez más con la ayuda de la línea reportera en-Z, encontramos que la 
expresión de Dfezf, en embriones de estadio 10, está restringida al protocerebro 
Figura 43 (C) y nos ayuda a delimitar la región anterior del embrión de manera 
que sea más evidente la identificación de cada dominio en el esquema 
representado en la misma Figura 43, confirmando la expresión de Dfezf en el 
primordio de los globos ópticos (ver Figura 43).  
engrailed (en) es un gen que establece la polaridad de los segmentos en el 
embrión y tiene un punto de expresión denominado "engrailed head spot", 
detectable desde el estadio embrionario 9, que se localiza justo en el límite 
inferior del protocerebro, permitiendo localizar el límite entre el protocerebro y 
el deutocerebro (Schmidt-Ott and Technau, 1992). Por tanto, encontrar la 
expresión de Dfez en la región anterior a el "engrailed head spot" nos ayuda a 
confirmar que Dfez se expresa en el protocerebro. 
Teniendo en cuenta nuestro especial interés en el sistema visual, decidimos 
estudiar el patrón de expresión de Dfezf en los globos ópticos, durante los 
estadios larvarios, para comprobar si la expresión en el embrión perdura durante 
los siguientes estadios.  
Efectivamente, Dfezf se expresa en los globos ópticos de la larva de 
Drosophila, muy levemente en los estadios más tempranos, formando una línea 
que recorre toda la herradura del globo óptico, y siendo más evidente durante 
el tercer estadio, en el que no sólo se aprecia en la región externa del globo 
óptico (OPC), sino también en la región interna (IPC), concretamente en la 






la región externa del OL, donde se aprecian entre dos y tres filas de células 
paralelas que recorren la estructura en forma de herradura (Figura 44). También 
hay evidencias para pensar que además se expresa en regiones del cerebro 
(Weng et al., 2010), aunque en este trabajo no se especifica si el gen se expresa 
en los OLs. Aunque, Pfeiffer y colaboradores publicaron un trabajo en el que 
generaron varias líneas reporteras para reproducir el patrón de Dfezf tanto en 
embrión como en la larva (Pfeiffer et al., 2008), no consta una descripción del 
patrón original de Dfezf en los OLs ni en el cerebro. Para definir con más precisión 
el patrón de expresión de Dfez en los OLs de L3, utilizamos varios marcadores en 
combinación con hibridación in situ con sondas para Dfez. Estos marcadores 
fueron dac (que marca las LPCs y las neuronas de la lámina), L'(1)sc (que marca 
el avance de la ola de diferenciación de los NBs de la médula y por tanto el 
límite entre la región del Ne y la médula), dpn (marca los NBs de la médula) 
(datos no mostrados) y hth (marca el dominio de células proliferativas y 
multipotentes en el Ne del OPC, así como se expresa en las LPCs) (Figura 44C ). 
Estos experimentos nos permiten concluir que Dfezf se expresan el OPC en la 
región que limita con el neuroepitelio (Ne) hacia el lado lateral, donde se 
expresa hth, y por el lado medial limita con el dominio de expresión de dpn, 
donde los neuroblastos comienzan a dividirse activamente de forma asimétrica 
para dar lugar a las neuronas de la médula cortical. La expresión de Dfezf 
Figura	43.	Expresión	de	Dfezf	relativa	
a	en.	(A,B)	Vista	lateral	de	un	embrión	de	
estadio	 9-10,	 en	 el	 que	 se	 aprecian	 la	
expresión	 de	 Dfezf	 (púrpura)	 con	
respecto	a	la	expresión	de	engrailed	(en)	
(naranja).	 (A)	 La	 flecha	 indica	 el	 punto	
de	 expresión	 de	 engrailed	 llamado	 "en	
head	 spot"	 compuesto	 por	 células	 del	
cerebro	situadas	en	el	límite	inferior	del	
protocerebro.	 (B)	 Vista	 lateral	 a	 mayor	
magnificación	 de	 la	 región	 anterior	 del	
embrión	donde	se	aprecia	el	dominio	de	
expresión	de	Dfezf	que	abarca	la	región	






dios	 del	 OL	 y	 del	 ED.	 (B,	 C)	 La	 línea	
punteada	 negra	 delimita	 la	 región	 del	
cerebro	 y	 sus	 subdivisiones	 (de	 arriba	
hacia	abajo:	protocerebro,	deutocerebro	
y	tritocerebro),	adaptación	de	un	esque-






abarca toda la herradura del OPC y se detecta en forma de 2-3 líneas paralelas 
de células que expresan Dfezf.  
 
Después del análisis del patrón de expresión, intentamos un análisis de la 
función de Dfez utilizando para ello la atenuación mediada por ARNi (líneas UAS-
ARNi 7312R-2 y 7312R-3 de Nig-fly). No obstante, esta línea no producía la 
atenuación de la expresión (analizada mediante hibridación in situ). No existían 
otros mutantes Dfez. Antes de que pudiésemos generar más reactivos Weng y 
colaboradores publicaron su trabajo sobre el gen DFezf/earmuff (Weng et al., 
2010).  
Estos autores partieron de un cribado de mutantes que causaban tumores 
cerebrales. Uno de éstos, el mutante identificado como l(2)5138, resultó tener 
una mutación en el gen Dfezf, tras su mapeo. Estudiando este mutante, llegaron 
a la conclusión de que Dfezf restringe el potencial de los progenitores 
intermedios neuronales (INPs) (que provienen de neuroblastos de tipo II) 
activando el gen prospero (Prox1/pros), limitando así su proliferación y 
Figura 44. Patrón de expresión de Dfezf en los hemisferios 
cerebrales durante el estadio larvario L3. (A, B y C) La expresión de 
Dfezf mediante la hibridación in situ puede detectarse en la región de 
los OLs (región punteada), tanto en elOPC como en el complejo de 
la lóbula (lc). (A) Imagen del cerebro de la larva L3 de Drosophila, 
incluyendo parte del VNC. Se observa la expresión de Dfezf en los 
hemisferios cerebrales, mayormente en la regi´ón de los OLs. (B) 
Imagen a mayor aumento de uno de los hemisferios cerebrales donde 
se observa la expresión de Dfezf en el OPC en forma de tres líneas 
concentricas de células (flechas rojas) y en la región de la lc (línea 
roja). (C) Doble tinción inmuno/in situ para Hth/Dfezf, donde se 
aprecia la localización de la expresión de Dfezf en el OPC, justo en 
la región entre el Ne (y dentro de éste), marcado por la presencia de 
Hth y la médula. Ne: Neuroepitelio; OL: globo óptico OPC: centro 




















Las homologías entre los patrones de expresión de los genes ortólogos 
utilizados como marcadores del SNC, tales como otd/Otx, unpg/Gbx2, Pax2/5/8 
y Hox, indican que Drosophila presenta un cerebro con estructura tripartita, al 
igual que los vertebrados y otros organismos bilaterales (Hirth et al., 2003; 
Reichert, 2005; Urbach et al., 2007). Los genes otd/Otx y unpg/Gbx2, cuya 
expresión es yuxtapuesta, delimitan la posición del Isthmus organizer (IsO), uno 
de los principales organizadores secundarios del cerebro, y también conocido 
como Midbrain-Hindbrain Boundary (MHB). La posición del IsO es ancestral a 





embargo, se conocía mucho menos sobre el origen evolutivo de la zona limitans 
intrathalamica (ZLI).  
A partir de nuestros resultados, podemos decir que la expresión relativa de los 
genes Fezf e Irx que delimitan la posición de la ZLI en vertebrados, está 
conservada en mosca y posiblemente en otros invertebrados protostomados, 
indicando que las subdivisiones genéticas que definen la localización de ambos 
organizadores secundarios durante el desarrollo temprano del cerebro de 
vertebrados estaban ya presentes, probablemente, en el ancestro común de 
los bilaterales. Sin embargo, en contraste con lo que ocurre en vertebrados, 
encontramos que la pérdida de función de los genes irx en Drosophila no causa 
ninguna alteración en el patrón de expresión de DFezf. Por tanto, la represión 
de Fezf por los genes Irx no parece estar conservada en Drosophila. Sería 
interesante poder analizar si la represión de los genes Irx por parte del gen Fezf 
se mantiene. Para ello el único mutante DFezf del que se puede disponer sería 
el creado y utilizado por Mo Weng y colaboradores, el mutante l(2)5138 (Weng 
et al., 2010) ya que, al menos en nuestras manos, las líneas ARNi para Dfezf no 
resultaron efectivas. 
A pesar de los trabajos publicados por Barret D. Pfeiffer y Mo Weng sobre Dfezf 
en Drosophila, ninguno de ellos presenta una descripción sobre el patrón de 
expresión endógeno del gen Dfezf durante el desarrollo embrionario, ni larvario. 
En esta tesis y en el trabajo de colaboración con M. Irimia (M. Irimia et al., 2010), 
realizamos una descripción detallada del patrón de transcripción de Dfezf, 
tanto durante el desarrollo embrionario, en el cual puede observarse un patrón 
muy dinámico, como en larva L3, concretamente en la región de los globos 
ópticos. Estas descripciones pueden ayudarnos a entender mejor la función de 
Dfezf. Así durante L3, Dfezf se expresa en una región donde comienza la 
diferenciación de los NBs de la médula siendo, por tanto, una región de 
transición. Esta información concuerda con la función que Weng y 
colaboradores atribuyen al gen DFezf. Esta función indica que DFezf es 
importante durante la diferenciación de los neuroblastos de tipoII para restringir 
el potencial de los progenitores neuronales intermedios. En otras palabras, Dfezf 
permite la transición entre proliferación y diferenciación gracias a que 




su proliferación, quedando establecido su destino y a la espera de órdenes para 
continuar con su proceso de diferenciación.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Hibridación in situ, Inmunodetección y stocks utilizados. 
La sonda para Dfezf fue preparada a partir del cADN correspondiente 
(GH14092), utilizando digoxigenina (Boehringer Mannheim GmBH, Mannheim, 
Germany) como marcador. El cADN Fezf de Drosophila (GH14092) 
correspondiente al CG31670 fue obtenido de Drosophila Genome Resources. 
Los embriones de Drosophila se recolectaron en placas de agar con zumo de 
manzana y levadura (Nusslein-Volhard, 1977). El pretratamiento de los 
embriones, así como la hibridación in situ fueron realizados como se ha descrito 
previamente (Jekely et al., 2007), con algunas modificaciones: el tratamiento de 
proteinasa K fue obviado y las incubaciones con anti-DIG (1:1000) fueron 
realizados durante 1 hora a termperatura ambiente. Para la doble in situ e 
inmuno, se utilizó el anticuerpo anti-bgalactosidasa de conejo (Cappel) y fue 
incubado junto al anti-DIG. Primero, se realizó la detección de b-galactosidasa 
como se ha descrito previamente (Dohrmann et al., 1990), depués la señal de 
la hibridación in situ fue revelada, visualizando los productos de reacción de la 
fosfatasa alkalina con nitroblue tetrazolium chloride (NTB)-5-bromo-4-cloro-3'-
indoly-phosphate p-toluidine salt (BCIP) en color púrpura. Los stocks de 
Drosophila utilizados fueron mirr880-lacZ y la deficiencia de Irx, iroDFM3 (Gómez-
Skarmeta et al., 1996; McNeill et al., 1997) y hth-lacZ. La deficiencia iroDFM3 fue 
balanceada sobre un balanceador "azul" TM6B, P(35UZ) DB1, Tb1 (Flybase: 
http://flybase.org/) y las líneas UAS-Dfez-ARNi (7312R-2 y 7312R-3 del National 
Institut of Genetics, Japan (Nig-Fly)). Los embriones fueron simultáneamente 
hibridizados con las sondas contra los transcritos dFezf y bgalactosidasa. Se 
consideraron los embriones homocigóticos para iroDFM3 aquellos que no 
transcribían para bgalactosidasa. Los embriones fueron deshidratados y 
montados como se ha descrito previamente (Hartenstein et al., 1989). Las larvas 
utilizadas en cada experimento fueron crecidas a 25ºC y los cerebros fueron 




situ en las larvas se llevó acabo de forma similar que en los embriones, con la 
excepción de que la temperatura de hibridación fue 5ºC más alta. La in 
situ/inmuno de las larvas hth-lacZ, se realizó por el mismo procedimiento que 
para los embriones salvo la temperatura de hibridación para la in situ, que fue 









Estudio del gen Fezf2 en el desarrollo de la retina en vertebrados.  
INTRODUCCION 
En el apartado anterior se describe la familia génica Fezf, la primera vez que 
se clonó uno de sus miembros, sus dominios conservados, etc. Así mismo, se 
describe una de las funciones más estudiadas de Fezf y más ampliamente 
conservadas, la que hace referencia a su papel en el establecimiento del eje 
anteroposterior (A-P) durante el desarrollo del cerebro. Sin embargo, se han 
descrito funciones adicionales para los genes de esta familia en estadios 
posteriores del desarrollo.  Por ejemplo, más tarde durante el desarrollo, Fezf2 es 
importante para el desarrollo de ciertas neuronas del cerebro rostral en ratón 
(Chen et al., 2005a; Chen et al., 2005b; Hirata et al., 2004; Komuta et al., 2007; 
Molyneaux, 2005) y para el desarrollo de neuronas DA, tipo-Oxitocina, 
GABAérgicas y serotoninérgicas en pez cebra (Blechman et al., 2007; Guo et al., 
1999, Jeong et al., 2006; Levkowitz, 2003; Yang et al., 2012).  
Watanabe y colaboradores, también relacionan el gen Fezf1 con el sistema 
olfatorio de ratones (Watanabe et al., 2009). Fezf1 se expresa también en el 
epitelio olfatorio. Normalmente las neuronas receptoras olfatorias (ONRs) 
proyectan sus axones desde el epitelio olfatorio hasta el bulbo olfatorio, sin 
embargo, en ratones deficientes para Fezf1, los axones de las ONRs no alcanzan 
el bulbo olfatorio porque son incapaces de penetrar a través de la lámina basal 
del SNC.  
Por otra parte, son varias las interacciones que se conocen para los genes 
Fezf: Fezf1 y Fezf2 reprimen directamente la expresión de Hes5 en ratón. Hes5 es 
un efector aguas abajo de la vía de señalización de Notch y previene la 
diferenciación neuronal reprimiendo el gen Neurogenina2. Por tanto, La 
expresión de ambos genes Fezf promueven la expresión, indirectamente, del 
gen de la Neurogenina2, promoviendo así la diferenciación neuronal (Shimizu 





Fezf2 es también necesario para activar los genes HD (homeodominio) 
Orthopedia (Otpb) y Dlx2 (Distal-less in Drosophila) en distintas subpoblaciones 
de progenitores de la parte ventral del lóbulo frontal del cerebro en pez cebra 
(Yang et al., 2012). La proteína homeodominio Otpb es clave para el control de 
la especificación de neuronas hipotalámicas neuroendocrinas (Acampora et 
al., 1999; Wang and Lufkin, 2000). El gen Otpb se expresa en la región ventral del 
lóbulo frontal y es requerido para la especificación de las neuronas 
dopaminérgicas (DA) (Blechman et al., 2007; Ryu et al., 2007). Así mismo, Otpb 
regula la especificación de las neuronas isotocinérgicas (IT) en la misma región 
ventral del lóbulo frontal (Blechman et al., 2007). Fezf2 es quien regula la 
expresión de Otpb en los dos centros hipotalámicos que producen neuronas IT 
y DA (Blechman et al., 2007). El otro gen HD que es activado por Fezf2 es Dlx2 
(Yang et al., 2001; Yang et al., 2012), un gen que regula el desarrollo de neuronas 
GABAérgicas en mamíferos (Anderson et al., 1997) y que también se expresa en 
la región ventral del lóbulo frontal del cerebro. En mutantes Fezf2, la expresión 
de ambos genes, Otpb y Dlx2 se ve afectada en las distintas subpoblaciones de 
progenitores en pez zebra (Yang et al., 2012).  
 
La idea de explorar la expresión de Fezf2 en retina de vertebrados fue 
motivada por una serie de evidencias: (1) Dadas las homologías en cuanto a las 
neuronas presentes en el globo óptico de Drosophila y las neuronas de las 
diferentes capas de la retina en vertebrados (descritas en el primer capítulo de 
esta tesis) y que DFez se expresa en los globos ópticos, cabía la posibilidad de 
encontrar expresión en la retina de vertebrados. (2) Buscando más información 
sobre los genes Fezf encontramos la expresión de Fezf2 en retina de pez cebra 
en la base de datos ZFIN. (3) Dado que se trata de una familia génica altamente 
conservada, había evidencias de que Fezf2 pudiera expresarse, además de en 
pez cebra, en la retina de otros organismos vertebrados como el pollo o el ratón 
(Blackshaw et al., 2004). (4) Conociendo la función de DFez durante la 
diferenciación de neuroblastos de tipo II, su papel induciendo la expresión del 
gen prospero (Prox1 en vertebrados) y, que Prox1 se expresa en retina de 




durante la diferenciación neuronal en la retina de vertebrados. Como primer 
paso para responder a esta pregunta, llevamos a cabo un estudio de expresión 
























1. Estructura proteica del gen Fezf y comparativa a nivel de proteína 
entre diferentes especies. 
Mientras que en Drosophila hay un único gen Fezf (earmuff o Dfez), 
anteriormente mencionado como earmuff o Dfezf, en vertebrados se trata de 
una familia génica de dos miembros, Fezf1 y Fezf2. Como ya ha sido 
mencionado anteriormente, se trata de una familia génica muy conservada a 
lo largo de la evolución. A continuación, se muestra el alineamiento para ambas 
proteínas Fezf1 y Fezf2 en diferentes especies de vertebrados, entre ellas 3 
especies de mamíferos; Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus, una 
especie de anfíbios, en la que ya fuera descrito el gen por primera vez (Xenopus 
laevis), “Zebrafish” como modelo establecido de teleósteo (Danio rerio), y como 
representante de aves y modelo de estudio de desarrollo de ojo, el pollo común, 
Gallus gallus.  
A continuación, se muestran los alineamientos de las secuencias de los 
genes Fezf1 y Fezf2 para diferentes especies: Mus musculus, Rattus norvegicus, 
Xenopus laevis, Homo sapiens, Danio rerio y Gallus gallus (Figura	46 y Figura	47). 
Para ambos genes, Fezf1 y Fezf2, se observa un alto grado de conservación para 
los dominios zinc-finger (verde) en todas las especies al igual que para el 
dominio represor Eh1 (rojo). En amarillo están marcadas las regiones homólogas 
que no pertenecen a un dominio proteíco específico o no está conservado en 
las 6 especies. Los cladogramas para ambos parálogos están de acuerdo con 






























(gi:25635082),	 Rattus	 norvegicus	 (gi:	 157822213),	 Homo	 Sapiens	 (gi:	 157388917),	 Danio	 rerio	 (gi:	
18858667),	Xenopus	laevis	(gi:	148226100)	y	Gallus	gallus	(gi:	118097034).	Los	dominios	zing-finger	(verde)	
se	encuentran	altamente	conservados,	así	como,	el	dominio	represor	Eh1	(rojo).	En	amarillo	se	resaltan	las	
regiones	 o	 aminoácidos	 homólogos	 entre	 las	 diferentes	 especies,	 no	 pertenecientes	 a	 ningún	 dominio	
protéico	específico.	La	secuencias	más	dispares	son	las	pertenecientes	a	Danio	rerio,	seguida	de	la	de	Xenopus	
laevis	 y	 Gallus	 gallus,	 como	 puede	 deducirse	 de	 las	 distancias	 calculadas	 para	 el	 cladograma.	 En	 éste	
cladograma,	las	distancias	de	las	ramas	no	representan	tiempo.		







(gi:115313359),	 Xenopus	 laevis	 (gi:	 148231326),	 Gallus	 gallus	 (gi:	 363727540),	 Homo	 Sapiens	 (gi:	
223459692),	Mus	musculus	(gi:	254675326)	y	Rattus	norvegicus	(gi:	157822961).	Los	dominios	zing-finger	








2. Expresión de Fezf2 en distintos modelos de desarrollo de retina 
en vertebrados. 
La retina es una ventajosa parte del sistema nervioso central (SNC) de 
vertebrados para analizar procesos como la neurogénesis (para revisiones, ver 
Cepko et al., 1996; Graw, 1996; Fini et al., 1997; Oliver and Gruss, 1997). Dado 
que la familia génica de Fezf está altamente conservada entre los vertebrados 
y puesto que se había detectado expresión de Fezf2 en la retina de pez cebra 
(Thisse, C., and Thisse, B, 2005; leer más abajo), decidimos hacer análisis de 
expresión del gen Fezf2 en otros vertebrados como el pollo y el ratón, tras previa 
clonación del gen, para preguntar si el patrón de expresión de Fezf2 en la retina 
de pez cebra es una característica conservada de vertebrados.  
 
2.1 Expresión de Fezf2 en pez cebra (Danio rerio). 
A pesar de todos los estudios publicados sobre el estudio de la familia 
génica de Fezf, poco se conoce sobre su posible papel durante el desarrollo del 
sistema visual, a excepción del trabajo publicado por Chunsheng Qu y 
colaboradores en retina de ratón (Qu et al., 2016). Por ello, decidí analizar la 
expresión de los genes fezf en la retina de pez cebra, un modelo al que teníamos 
acceso. La expresión de Fezf2 en la retina de pez cebra ha sido previamente 
documentada por Thisse (Thisse, C., and Thisse, B, 2005) y registrada en la base 
de datos de ZFIN (http://zfin.org) para el estadio de 30-36 y 42-48 hpf (Figura	50). 
Sin embargo, para una mejor interpretación del patrón de expresión de Fezf2 
durante la especificación y diferenciación de la retina de ZF realizamos la 
hibridación in situ para Fezf2 en estadios consecutivos desde 30 hasta 46hpf. Al 
mismo tiempo queríamos testar la sonda para realizar la hibridación in situ (HIS) 
de Fezf2 con diferentes marcadores de retina para un análisis más exahustivo 
de su patrón de expresión (La HIS con marcadores no llego a realizarse por falta 
de tiempo) Utilizando hibridación in situ con sondas de ARN, encontré que Fezf2, 
y no Fezf1, se expresa en la retina de ZF. En la figura, se puede observar como 
Fezf2 se expresa en la retina embrionaria de ZF, sonda e in situ que llevé a cabo 




Como se puede observar en la Figura 48, la expresión de Fezf2 aparece en 
la lente a las 30-36 hpf, y justo poco después comienza a detectarse su expresión 
en la retina, en los dominios anterior y dorsal, y dentro de éstos, la expresión 
queda restringida a la capa más externa de la retina (36-40hpf). Posteriormente, 
el dominio de expresión se ve engrosado y se va extendiendo hacia la región 
posterior (40-46hpf), siguiendo la dirección en la que se produce la 
diferenciación de la retina, desde el extremo nasal anterior, hacia la región 
 
dorsal y terminando en la región temporal. En la Figura	50 (Thisse et al., 2005), se 
puede apreciar la expresión de Fezf2 en un estadio algo posterior (48hpf), en el 
Figura	47.		Expresión	de	Fezf2	durante	diferentes	estadios	embrionarios	de	ZF.	(A'-C')	Imágenes	obtenidas	mediante	
ISH	mostrando	el	patrón	de	expresión	de	Fezf2	de	embriones	de	Pez	cebra	a	diferentes	estadios	embrionarios.	(A-C)	vistas	












cuál se aprecia un engrosamiento del dominio de Fezf2 que corresponde con 
un crecimiento en grosor de la retina (en cuya capa más externa se encuentran 
los fotorreceptores), así como la elongación del mismo llegando casi a la región 
nasal, en su extremo anterior, y hacia la región temporal en su extremo posterior. 
De este modo, pareciera que la expresión de Fezf2 sigue un patrón espacio-
temporal que concuerda con la onda de diferenciación de la retina, aunque 
no sabemos si está en fase o es algo anterior a la diferenciación de la retina. Se 
necesitarían otros marcadores de diferenciación junto a la ISH de Fezf2 (doble 
in situ/inmuno), preferentemente sobre secciones de la retina, para averiguarlo. 
Teniendo en cuenta que el proceso de diferenciación de la retina en ZF 
comienza en la región ventral-anterior y va avanzado como una ola de 
diferenciación hacia la región posterior-temporal, en dirección a las agujas de 
un reloj (Zheng Li et al., 2000), y que hacia las 48hpf comienzan a diferenciarse 
los primeros fotorreceptores, se podría decir que Fezf2 se expresa en pez cebra, 
tanto en la lente del ojo, como en las células precursoras de los fotorreceptores 
y en los precursores de las neuronas ganglionares, en su proceso de 
diferenciación.  
 
Para extender la descripción del patrón de expresión de Fezf2 en retina de 
vertebrados, realizamos un estudio de su expresión de Fezf2 en otros dos 
modelos de vertebrados, como son el ratón (Mus musculus) y el pollo común 
(Gallus gallus).  
Figura	48.		Vista	lateral	de	una	retina	de	Pez	cebra.		La	
ola	 neurogénica	 de	 diferenciación	 comienza	 en	 la	 región	
interna	ventral-nasal	de	la	retina	(punto	negro)	y	luego	se	
propaga	 tanto	 hacia	 la	 superficie	 exterior	 	 (flecha	 azul),	
como	hacia	la	región	posterior-temporal	de	la	retina	en	el	
sentido	 de	 las	 agujas	 del	 reloj	 (flecha	 roja).	 José	 Bessa	












3. Caracterización de la expresión de Fezf2 en ratón. 
 
3.1. Expresión de mFezf2 en retina. 
Para elegir los estadios en los que realizar la ISH, recurrí a la base de datos 
de "serial analysis of gene expression" SAGE, creada y publicada por Blackshaw 
y colaboradores (Blackshaw et al., 2004), en la que se recoge la expresión, en 
retina de ratón, de 1051 genes en diferentes estadios de desarrollo. En esta base 
de datos se muestra que mFezf2, también llamado Zfp312 (zinc finger protein 
312), se expresa en el estadio E16 y E18, pero no en E12. Esto concuerda con los 
resultados de ISH de mFezf2 en secciones de la retina de embriones en estadio 
E16.5 (Figura 51C y D), en la que se observa su expresión en la capa más externa, 
correspondiente a la futura capa de células ganglionares, es decir, que se 
podría decir que mFezf2 se expresa en los precursores de las células 
ganglionares. También se observa expresión en la lente. A falta de más 
información sobre estadios más tempranos, realizamos la hibridación in situ de 
mFezf2 en embriones completos E9.5 y E10.5, en los que puede observarse una 
débil expresión en la vesícula optica (ov) (Figura 51A y B). De acuerdo con lo 
que ya se conoce sobre la función de mFezf2 en el desarrollo del cerebro de 
ratón, encontramos expresión del gen en el cerebro frontal (fb), como cabría 
esperar (Figura 51A). 
 
 
Figura	 49.	 Expresión	 de	 Fezf2	
en	 la	 retina	 de	 ZF,	 imagen	 de	
Thisse	(Thisse	et	al.,	2005).	En	
esta	imagen	se	observa	una	fuerte	
expresión	 de	 Fezf2	 a	 las	 48hpf,	
tanto	 en	 regiones	 del	 cerebro	
como	en	la	retina	(flecha).	Nótese	
que	el	dominio	de	expresión	de	la	
retina	 alcanza	 desde	 la	 región	
anterior-nasal	 hasta	 casi	 toda	 la	
región	 temporal.	La	señal	abarca	
no	 sólo	 la	 capa	 externa	 de	 la	
retina,	sino	que	se	extiende	hacia	
la	 capa	 interior.	 at:	 región	 ante-







3,2.  Expresión de mFezf2 en cerebro adulto.  
Como complemento al estudio de mFezf2 en retina, y haciendo uso de la 
misma sonda, se realizaron ISH en secciones de la región frontal de cerebro 
adulto de ratón.  Como puede observarse en la Figura 52, mFezf2 se expresa en 












bulbo olfatorio (OB)(Figura 52c), y presenta un patrón de expresión muy bien 
definido en el hipocampo (HC), donde se encuentra  la zona subgranular, una 
de las regiones proliferativas del cerebro adulto (Figura 52a). Según la base de 
datos de expresión geníca en cerebro de ratón del del Allen Institut for Brain 
Science, Fezf2 también se expresa en el cortex cerebral, así como en el giro 
dentado del HC en el estadio E18.5 (http://developingmouse.brain-
map.org/experiment/show/100032175). 
 
De especial interés es la expresión de mFezf2 en la región del giro dentado 
dentro de la formación hipocampal (Figura 52a), así como en la corriente 
migratoria rostral (RMS) (Figura 52, panel izdo. 3). Que se sepa hasta la fecha, el 
cerebro adulto sólo mantiene dos discretas regiones capaces de generar 
neuronas "de novo". Una de ellas es la zona subventricular (SVZ), la cuál delinea 
las paredes de los ventriculos laterales. Los neuroblastos ahí producidos migran 
de la SVZ hacia el bulbo olfatorio a través de una región llamada corriente 
migratoria rostral.  La otra región donde se produce neurogénesis en el cerebro 
adulto es en la capa subgranular (SGL) del giro dentado del hipocampo. Las 
neuronas aquí producidas sólamente migran a corta distancia para 
diferenciarse en células granulares del hipocampo (para más información, ver 
la revisión de Lennington et al., 2003). La SGL cumple, por tanto, un papel muy 
importante en la memoria espacio-temporal. Sería muy interesante conocer la 
función de mFezf2 en estas regiones proliferativas y en las regiones colindantes 
como pueda ser la RMS. Hasta ahora se ha visto que Fezf2 se expresa en los 
progenitores de la zona ventricular (VZ) donde controla la especificación de las 
proyecciones neuronales subcerebrales. En ausencia de Fezf2 la población 
neuronal no se especifica durante el desarrollo. (Chen et al., 2005; Molyneaux et 





















4. Caracterización de la expresión de Fezf2* en embrión de pollo. 
En pollo, la expresión de cFezf2* (* ver aclaración al final de esta sección) 
comienza a detectarse en el estadio HH12, donde aparece en el cerebro rostral 
y algo más débil en la vesícula óptica (Figura 53A). Este estadio corresponde, 
aproximadamente, al estadio E9.5 en ratón. Algo más tarde, en el estadio HH17, 
la expresión de cFezf2* se hace más evidente en el cerebro rostral y en la 
vesícula óptica, siendo más fuerte su expresión en el tallo óptico (optic stalk) 
(Figura 53B). 
En estadios posteriores durante el desarrollo embrionario, la expresión de 
cFezf2* se hace más evidente en la retina. En la Figura 53C-D, puede apreciarse 
la expresión de cFezf2*, aunque a bajos niveles, en la capa de células 
ganglionares. Posteriormente, en estadios HH20-21, la expresión es más fuerte y 
abarca la lente y prácticamente toda la retina, haciendo más difícil identificar 
en qué capa/s o células de la retina se expresa cFezf2* (Figura 53E-F).   
Para simplificar, se mantuvo el nombre cFezf2 para el gen cFezf de Gallus gallus, 
pese a que el análisis de la secuencia nos reveló que es más similar a Fezf1 en 
vertebrados y que no parece que haya ningún otro gen Fezf en esta especie 






















En esta segunda parte, realizamos el análisis de la expresión gen Fezf2, como 
parte de la familia génica Fezf. Este gen (también conocido como Fezfl, 2NF312, 
2fp312) es un factor de trascripción con dominios en dedos de zinc y descrito 
inicialmente por Matsuo-Takasaki y colaboradores (Matsuo-Takasaki et al., 2000) 
como específico del cerebro rostral. Es un gen altamente conservado 
evolutivamente, como hemos podido ver en las figuras Figura 46 y Figura 47. 
Fezf2 se expresa en el desarrollo embrionario y está implicado en el modelado, 
así como en la neurogénesis tanto de pez cebra como de ratón.  
Como ya se ha comentado en la introducción de esta segunda parte, la 
familia génica Fezf está implicada en diversos procesos de neurogénesis, siendo 
muy importante para la diferenciación de diversos tipos neuronales. La mayor 
parte de estos hallazgos muestran una importante función para ambos genes 
en el desarrollo del sistema nervioso central, pero hasta la fecha de la realización 
de nuestros experimentos sobre el patrón de expresión de Fezf2, poco o nada 
se sabía sobre su implicación en el desarrollo de retina de vertebrados, salvo su 
expresión en retina de pez cebra gracias a Thisse y colaboradores (base de 
datos de ZFIN) que nosotros confirmamos y ampliamos para otros estadios 
embrionarios. El análisis de la expresión de Fezf2 durante el desarrollo de la retina 
en otros modelos de vertebrado puede darnos una idea de cuán conservado 
puede estar este gen, no sólo a nivel del desarrollo de cerebro, sino de una 
forma más general en el desarrollo de tejidos neuroectodérmicos, como pueda 
ser la retina.  
1.  Fezf2 durante el desarrollo de retina de vertebrados 
En nuestros resultados de esta segunda parte, se muestra la expresión de Fezf2 
en diferentes estadios del desarrollo de retina en los tres organismos modelos 
más usados para el estudio del desarrollo de ojo, y de mayor representación en 
el grupo de organismos modelo de vertebrados, como son: Danio rerio (pez 
cebra), Mus musculus (ratón) y Gallus gallus (pollo común). En todos ellos 




de la retina, así como también encontramos expresión en la lente del ojo (Figura 
51D, Figura 53E-F).  
Recientemente ha sido publicado un estudio en ratón, el cual confirma 
nuestros datos de expresión de mFezf2 en la retina, afirmando que su expresión 
se ve confinada a la capa interna de las células progenitoras de la retina, así 
como a la futura capa de células ganglionares durante el estadio E16.5 (Qu et 
al., 2016). Aunque en consonancia con nuestros resultados, en la Figura 51 
puede observarse una expresión de mFezf2 más fuerte en la futura GCL 
comparado con la ISH mostrada por Chunsheng y colaboradores. Esto puede 
deberse a que se trate de una retina en un estado ligeramente más avanzado 
de diferenciación, o a un revelado más prolongado durante el proceso de la in 
situ. Chunsheng y colaboradores encontraron que Fezf2 activa la expresión del 
gen Brn3b, un marcador de las células comprometidas para diferenciarse en 
células ganglionares de la retina (RGCs). Fezf2 se une a la región reguladora 5' 
del gen Brn3b, regulando así su transcripción. Así, la falta del gen Fezf2 en 
ratones knock-outs lleva a la inhibición del gen Brn3b y consecuentemente a 
una alteración en la formación de las RGCs. 
Por otro lado, ya hemos comentado anteriormente que Weng y 
colaboradores (Weng et al., 2010) describieron la función de DFezf durante la 
diferenciación de neuroblastos de tipo II, donde DFezf induce la expresión de 
prospero (Prox1) haciendo que las células salgan del ciclo celular y se preparen 
para la diferenciación, así como inhibiendo la vía Notch para evitar la des-
diferenciación de los precursores de neuroblastos de tipoII durante su 
diferenciación. Tenemos pues, que DFezf es esencial para controlar el estadio 
intermedio durante la diferenciación de este tipo de células neuronales. Sería 
muy interesante estudiar el efecto de Fezf2 sobre Prox1 y la vía Notch durante la 
diferenciación de la retina de vertebrados y ver si esta función está conservada, 
pues parece obvio que Fezf2 tiene algún papel durante la diferenciación de 
algunos tipos celulares de la retina, como es el caso, p. ej. de las RGCs.  
Existen algunas evidencias que podrían indicar que Fezf2 también podría 
antagonizar con la vía Notch durante el desarrollo de retina de vertebrados, 
como lo hace durante la diferenciación de neuroblastos de tipo II en Drosophila, 




Fezf2 inhibe a Hes5, un gen diana de la vía Notch y represor del gen de 
diferenciación neuronal Neurogenina2. De este modo, Fezf2 activa 
indirectamente el gen de la Neurogenina2 promoviendo la diferenciación de 
las NSCs en neuronas o en progenitores intermediarios en el telencéfalo dorsal. 
Aunque el mecanismo por el cual DFezf reprime la via Notch en Drosophila aún 
no ha sido revelado, los genes de la familia Fezf parecen regular negativamente 
la vía Notch tanto en vertebrados como en invertebrados. Sin embargo, en 
cerebro de ratón Fezf2 es activador de hes4.1, otro gen diana de la vía Notch, 
que en este caso activa la vía Notch (Berberoglu et al., 2014). Esto podría resultar 
contradictorio, pero el efecto sobre las NSCs y su diferenciación sería el mismo, 
puesto que mientras que la vía Notch promueve la proliferación durante el 
cerebro en desarrollo (Gaiano and Fishell, 2002; Mizutani et al., 2007; Dong et al., 
2012) (el caso de Hes5, donde Fezf2 antagoniza con la vía para permitir la 
diferenciación), en el cerebro adulto la vía Notch actúa manteniendo las NSCs 
en un estado de quiescencia (Carlén et al., 2009;Chapouton et al., 2010; 
Imayoshi et al., 2010). Además, se sabe que diferentes receptores de la vía 
Notch, como notch3 o notch1b, pueden causar diferentes respuestas celulares 
(Alunni et al., 2013), así como diferentes niveles de la señalización de Notch 
(Ninov et al., 2012). En resumen, el efecto de Fezf2 tanto en cerebro en desarrollo 
como en el cerebro adulto, parece ser mantener la quiescencia de las NSCs 
cuando es requerido asegurando la correcta formación de los progenitores 
intermediarios y su correcta diferenciación. Resulta de extremo interés 
comprobar si este papel de Fezf2 es extensible a la diferenciación de la retina 
de vertebrados. 
 
2.  Fezf2 durante el desarrollo del cerebro en vertebrados. 
También estudiamos la expresión de Fezf2 en cerebro de ratón adulto, 
encontrando interesantes resultados sobre su expresión (Figura 52). mFezf2 se 
expresa en la región del giro dentado dentro de la formación hipocampal 
(Figura 52a), así como en la corriente rostral migratoria (RMS) (Figura 52, panel 
izdo. 3). En cuanto a la expresión de mFezf2 en la región del giro dentado dentro 
de la formación hipocampal, nuestros resultados concuerdan con los datos 




(Berberoglu et al., 2014), donde encuentran expresión de mFezf2 en la zona 
subgranular (SGL) del giro dentado de la formación hipocampal en cerebro de 
ratón P21. Usando una línea transgenica Tg(fezf2-GFP), encontraron que las 
células con mayor expresión de GFP son aquellas que co-expresan el marcador 
Blbp, presente en células de glía radial (radial cell-like cells). También 
encontraron que unos pocos progenitores intermediarios (usando Prox1 y Tbr2 
como marcadores) expresaban Fezf2. Entre las poblaciones celulares Ki67+ 
(proliferativas) y Ki67- (no proliferativas) la expresión de GFP fue más marcada 
en aquellas células Ki67-. Esto indica que mFezf2 no se expresa en las células 
progenitoras de la SGL, sino más bien en los intermediarios en proceso de 
diferenciación. Además, datos provenientes del atlas de cerebro de ratón (Allen 
Brain Atlas) para la expresión del mARN de fezf2 (http://developingmouse.brain-
map.org/experiment/show/100022558) apoyan que este gen se expresa en la 
SGL también en el estadio P28, confirmando así nuestros resultados en cerebro 
de ratón adulto.  
En cuanto a la región de la corriente rostral migratoria, se trata de una región 
de transición, por donde las células precursoras provenientes de la región ZSV 
(la otra región proliferativa en el cerebro adulto), migran en su proceso de 
diferenciación hacia el bulbo olfatorio. Fezf2 se expresa en esta RMS en la que, 
probablemente, encontraríamos precursores y neuronas en estado 
intermediario de diferenciación. Fezf1 por otra parte, sabemos que se expresa 
en el epitelio del bulbo olfatorio, donde parece tener una función en la 
formación de las proyecciones de las ONRs hasta alcanzar el bulbo olfatorio 
(Watanabe et al., 2009). Por lo que hemos podido ver hasta ahora, si bien, Fezf1 
y Fezf2 parecen cooperar e incluso ser redundantes durante el establecimiento 
de las subdivisiones del cerebro en vertebrados, parece que ambos han 
desarrollado diferentes patrones de expresión, así como diferentes funciones en 
diversos tejidos neuroectodérmicos, como parece ser el caso en las diferentes 
partes del cerebro, el bulbo olfatorio y el ojo.  
Un hecho muy interesante publicado en 2014, es el hallazgo de otra función 
de Fezf2, en mantenimiento de las células madre neuronales (NSCs). En este 
trabajo establecen que este gen es esencial para mantener el balance entre la 




este caso, el trabajo realizado por Berberoglu y colaboradores se centra en las 
células madre neuronales del telencéfalo dorsal (DTel) en pez cebra (ZF), una 
zona que presenta una composición similar a las regiones neurogénicas de 
mamíferos, la SVZ y la SGZ, tanto en la heterogeneidad como en el 
enriquecimiento de células en diferentes estadios de especificación y 
diferenciación (März et al., 2010; Lindsey et al., 2012). Resulta interesante que 
Fezf2 se expresa en los progenitores de las células tipo glía radial del telencéfalo 
(RGLs), del mismo modo que lo hace en las regiones neurogénicas del cerebro 
adulto de ratón, es decir, en la SGZ y próximo a la SVZ. De forma análoga a lo 
que ocurre en Drosophila (Weng et al., 2010), encontraron que los mutantes de 
Fezf2 (two few) presentan un incremento en la proliferación. Sin embargo, en 
este caso también hay un incremento en la neurogénesis adulta, con lo cual las 
células son de menor tamaño, resultando en un cerebro de menor tamaño.  
Fezf2 es crucial para mantener la quiescencia de las NSCs en ZF, pero además 
es necesario para la correcta maduración de las neuronas en esa región del 
DTel. Lo que Berberoglu y colaboradores encontraron es que Fezf2 se expresa a 
altos niveles en las células quiescentes del DTel mientras que en la población de 
células proliferativas del DTel lo hace a muy bajos niveles, pero aún detectables. 
Paradójicamente, si bien en ratón ha sido descrito anteriormente que Fezf2 
reprime Hes5 (Shimizu et al., 2010), un regulador negativo de la vía Notch, en ZF 
Fezf2 es requerido para la activación de her4.1 (ortólogo de Hes5) de una forma 
dependiente de concentración (Berberoglu et al., 2014). her4.1 disminuye la 
expresión del ligando de Notch, de forma que activa menos Notch en las células 
vecinas.  
Por otra parte, como ya hemos comentado, Fezf2 puede actuar tanto como 
activador como represor, dependiendo del contexto (Shimizu and Hibi, 2009; 
Chen et al., 2011), pero no se sabe con certeza qué determina que Fezf2 actúe 
como represor o activador según el caso, si es dependiente de dosis o de 
estadio del desarrollo, especie, etc. En resumen, Fezf2 actúa como modulador 
y ayuda a establecer un gradiente de la vía Notch entre células NSCs vecinas, 
activando la vía en las células que permanecen quiescentes y disminuyendo la 
actividad de Notch en células vecinas que permanecen en un estado 




entre la población de células quiescentes vs. proliferativas en el nicho 
neurogénico del DTel. En cuanto a su papel durante la maduración de las 
nuevas células de esta región, Barberoglu argumenta que Fezf2 podría actuar 
en las células progenitoras, imprimiendo la expresión de genes que son 
necesarios para la diferenciación, puesto que en células en diferenciación no 
es posible detectar la presencia de Fezf2. 
 
CONCLUSIONES: Considerando los datos de expresión de Fezf2 en retina, 
además de los datos publicados sobre alguna de sus interacciones con genes 
específicos para la diferenciación de células de la retina en vertebrados, podría 
decirse que Fezf2 se expresa en regiones donde las células se encuentran en un 
proceso intermedio durante su diferenciación, siendo Fezf2 importante durante 
el proceso de diferenciación de algunos tipos neuronales de la retina, como 
puedan ser las RGCs. Si bien, sería deseable un estudio más detallado de la 
expresión de Fezf2 en la retina de vertebrados a diferentes estadios del 
desarrollo, usando diversos marcadores para poder precisar mejor su patrón de 
expresión temporal, lo cual permitiría diseñar experimentos más concretos y 
dilucidar las interacciones entre Fezf2 y las diferentes vías de señalización que 
operan durante el desarrollo de la retina. También resulta de especial interés la 
comparativa entre diferentes especies de vertebrados para ver cuán 
conservada está su función en la retina. Con nuestros resultados hemos 
mostrado por primera vez la expresión de Fezf2 en la retina de pollo (Gallus 
gallus), aportando una prueba más de que la expresión de Fezf2 en la retina 
parece estar conservada en vertebrados, pues encontramos su expresión tanto 
en mamíferos (Mus musculus), como en teleósteos (Danio rerio), así como en 
aves (Gallus gallus).  
En el cerebro, también parece que Fezf2 se expresa, bien en regiones 
proliferativas del cerebro adulto (nótese que sólo se conocen dos hasta la 
fecha), o en sus proximidades, siendo probable que Fezf2 participe en uno de 
los estadios intermedios durante la diferenciación de las neuronas generadas de 
“novo” durante el estadio adulto, como puedan ser las neuronas del epitelio 
olfativo (cuya producción se sabe que es incrementada durante el ciclo estral 




Por otra parte, encontramos que Fezf2 tiene una función esencial en el 
mantenimiento del estadio intermedio durante la diferenciación de los 
neuroblastos de tipo II en Drosophila, promoviendo a las células su salida del 
ciclo celular a través de la expresión de prospero (Prox1), así como asegura el 
no retroceso hacia un estado proliferativo al antagonizar con la vía Notch. En 
ZF, Fezf2 también interactúa con la vía Notch para mantener el equilibrio entre 
la población de células proliferativas y células quiescentes en la región 
neurogénica del DTel. Así mismo, en ratón, Fezf2 se expresa a altos niveles en las 
células quiescentes de la región neurogénica hipocampal del giro dentado 
(SGZ) en el cerebro adulto (Berberoglu et al., 2014), cabiendo la posibilidad de 
que la función observada para Fezf2 en ZF, esté conservada también en 
mamíferos. Todo esto apunta a que Fezf2 podría tener una función genérica en 
el mantenimiento del equilibrio de los nichos de células madre adultas en los 
tejidos neurogénicos, asegurando que la diferenciación ocurra de una manera 
correcta y previniendo la des-diferenciación y consecuente formación de 
tumores. De este modo podríamos aventurarnos a decir que Fezf2 pudiera ser 
un gen supresor de tumores, pues los mutantes en homocigósis presentar un 
descontrol de la proliferación y al menos en Drosophila ha sido descrita la 


















MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Comparación de secuencias proteínicas para Fezf2.  
Las secuencias proteicas de las diferentes especies estudiadas en este 
trabajo se obtuvieron de la base de datos de NCBI (la primera referencia es el 
numero GI que es el primer identificador de número de referencia usado 
anteriormente por la base de datos de GeNBank. Actualmente, y desde 1999 se 
utiliza más el sistema VERSION, en nuestros datos corresponde a la segunda 
referencia, por ejemplo, XP_414411.2). Para el “BLAST” de múltiples secuencias 
se utilizó Clustal Omega 1.2.2 (nueva versión de Clustal W2), un programa usado 
vía web (McWillman et al., 2013). Se utilizaron los parámetros dados por defecto. 
El cladograma o árbol filogenético se obtuvo con el mismo programa 
basándose en el cálculo de las distancias por el método Neighbour-joining. 
2. Clonaje de mFezf2 y producción de la sonda. 
Para analizar el patrón de expresión de Fezf2 en ratón, tanto en el primordio 
de ojo como en el cerebro, el primer paso fue crear una sonda para registrar la 
expresión de Fezf2 mediante hibridación in situ (ISH).  Este gen recibe multiples 
nombres y números de referencia, según la base de datos: NM_080433; 
Mm.34644; MCG20371; Zfp312; ENSMUSG00000021743. Todas ellas hacen 
referencia a la misma secuencia del gen Fezf2 en la que nos basamos para 
diseñar los cebadores para hacer la sonda. Los cebadores finales para crear la 
sonda fueron: 
Nombre Cebador secuencia Tm 
mFezf2_1 Forward CATGCCATGGCCAGCTCAGCTTCCCTG 71°C 





El cebador reverso contiene parte de la secuencia del “tag” HA para poder 
clonarlo posteriormente en un vector que contiene 3 copias del “tag”, ese 
vector es pSLAX-13 HA y estaba pensado para sobre-expresar mFezf2 mediante 




subclonar en el vector RCAS (esta parte del trabajo no se llegó a concluir 
durante la estancia. Se clonó la secuencia cADN completa del gen Fezf2, 
mediante RT-PCR a partir de ARN de ratón. Para la extracción de ARN de ratón 
se utilizó el método de Trizol (Invitrogen), previa homogeneización (con 
nitrógeno líquido y pasando la muestra varias veces por una jeringuilla) de un 
fragmento (100mg) de cerebro de ratón embrionario, donde tenemos 
constancia que se expresa Fezf2. Para la RT-PCR se utilizó el kit SuperScriptTM One-
step RT-PCR System (Invitrogen). Se siguieron las instrucciones del fabricante 
para preparar la mezcla de reacción y la “master mix”. Las muestras se corrieron 
en un gel para verificar el tamaño y se extrajo el ADN del gel para su clonaje y 
secuenciación. El fragmento de ADN se clonó en TOPO vector, usando TOPO TA 
cloning kit. Una vez comprobada su secuencia, se utilizó un tercer cebador 
inverso, mFef2_probe, el cual lleva añadido el promotor de T7 para amplificar 
un fragmento de menor tamaño que puede ser directamente utilizado para la 
síntesis de la sonda de ARN con el enzima T7. Se sintetizó la sonda de ARN 
utilizando digoxigenina (Boehringer Mannheim GmBH, Mannheim, Germany) 
como marcador. El tamaño de la sonda es de 460pb. 
Programa de RT-PCR utilizado: 
Paso                  Temperatura                Tiempo 
1                                 47°C                            pausa 
2                                 47°C                             30min 
3                                 94°C                               2min 
4                                 94°C                             15sec 
5                                 58°C                             30sec 
6                                 72°C                            1min45sec 
7                                 94°C                             15sec 
8                                 64°C                             30sec 
9                                 72°C                            1min45sec 
10                               72°C                               5min 






























3. Clonaje de cFezf2 y producción de la sonda. 
Para el clonaje del gen Fezf2 en pollo, el procedimiento fue un tanto más 
complicado, debido a la falta de una base de datos más contrastada y fiable. 
En un principio nos basamos en la secuencia del gen correspondiente para 
Fezf2, que según la base de datos de NCBI tiene como referencia XP_414411.2. 
Otro de los problemas añadidos fue el alto contenido en GC en el genoma de 
pollo, que requiere altas temperaturas de alineamiento de los cebadores, por lo 
que al diseñarlos no se puede restringir mucho el porcentaje de GC, nosotros 
utilizamos hasta un 65% de tolerancia en contenido GC. 
Se utilizaron distintos cebadores sin éxito, por lo que decidimos utilizar 
cebadores degenerados, que se suelen utilizar para extraer un gen nuevo 
cuando su secuencia proteica está muy conservada. Los cebadores 
degenerados se generan a partir de la secuencia proteica y tienen un número 
de opciones en varias posiciones en la secuencia para permitir el alineamiento 
y la amplificación de una variedad de secuencias relacionadas. Ese número de 
opciones viene dado por la tolerancia del tercer nucleótido de cada codón 
para un aminoácido dado. Diferentes especies tienen preferencia por una u 
otra base en esa posición (ver ejemplo del diseño de cebadores degenerados 




Ejemplo de primer degenerado: 
Protein sequence:                P        L        A       F       S       I       E       R       I 
Nucleotide sequence:         
                                           ccu     uua    gcu     uuu    ucu   auu   gaa    cgu   auu 
                                           ccc     uug    gcc     uuc     ucc   auc   gag    cgc   auc 
                                           cca     cuu    gca                uca  aua             cga   aua 
                                           ccg     cuc    gcg                ucg                     cgg 
                                                      cua                         acu                     aga 
                                                      cug                         acg                     agg 
 
Primer sequence:         5 ´ ccc     ctg     gcc     ttc        tcc     ath   gar   mgn    at-  3´ 
  
Nomenclatura Universal (código IUPC) (Extraído de Eurofin_genomics) 
Y = pirimidinas = C / T                          K = G / T                         S = G / C 
R = purinas = A / G                              M = A / C                       H = A / C / T  
V = C / G / A                                        W = A / T                        D = A / G / T 
N = nucle ́otido = C / G / A / T            B = G / C / T 
En un principio, y para evitar amplificar otras secuencias de genes con 
dominios en Zn finger, se evitó utilizar los dominios de la secuencia 
correspondiente a los dedos de Zn. No hubo ningún resultado positivo tras la PCR 
y se recurrió al diseño de nuevos cebadores degenerados, poniendo el cebador 
izquierdo (forward) en uno de los bloques conservados al comienzo de la 
secuencia y el cebador derecho (reverse), directamente en uno de los bloques 
en dedo de Zn. Se diseñaron dos pares cebadores con el objetivo de hacer PCR 
anidada e ir refinando hasta conseguir aislar nuestra secuencia de interés del 
resto de secuencias con dedos de Zn, incluida la de Fezf1. Para el diseño de los 
cebadores degenerados agrupamos la secuencia proteica de Fezf2 de varias 
especies en los bloques más conservados mediante “Block Maker” 
(http://blocks.fhcrc.org/blocks/make_blocks.html) y luego utilizamos el 
programa CODEHOP (http://blocks.fhcrc.org/codehop.html) para diseñar los 
cebadores sobre los bloques más conservados.  
























Los bloques representan los dominios de la proteína más conservados entre las 
diferentes especies. Las secuencias resaltadas en amarillo corresponden a las 
regiones sobre las que se diseñaron los cebadores. Los bloques se usaron 
posteriormente para el diseño de los cebadores degenerados con CODEHOP. 
Debajo se muestran un par de ejemplos de los resultados obtenidos. 
Resultados para el bloque A
Resultados para el bloque C
 




                                                         Fezf2_deg_A 
Lista final de cebadores degenerados seleccionados 
 
 
Nótese que los números entre paréntesis corresponden al grado de degene-
ración del cebador. Este número se calcula como sigue: 
Para cFezf2_deg_A hay 4 bases degeneradas: n (4 posibles bases); d (3); s (2);  
r (2), luego el grado de degeneración es 4x3x2x2 = 32 
Nombre Cebador secuencia Tm 
cFezf2_deg_A Forward TCCATCGAGCGGATCATgdsnaarac (48) 65,3°C 
cFezf2_deg_B Forward GTCCCCCACTGCCCtgyatgathcc (6) 61,4°C 
cFezf2_deg4_C Forward CGGCATGTGCAAGACCaaytgyggnrt (32) 68°C 
cFezf2_deg5_K Reverse CTTATCGTTGTGGGTGtgcatrtgraa (4) 63,4°C 
cFezf2_deg1_F_3 Reverse GCTGGCCGGGCAGGykytcyttrtg (32) 70,4°C 




Para clonar el fragmento de cFezf2 y sintetizar la sonda, se realizó una RT-PCR 
en dos pasos, dada la complejidad de la secuencia. Para ello se realizó la síntesis 
de cADN con una transcriptasa inversa, utilizando como molde ARN de pollo. 
Para la extracción de ARN de pollo se utilizó de nuevo el método Trizol 
(Invitrogen), usando como materia prima el tubo neural y las vesículas ópticas o 
retina (según estadio) de varios embriones de pollo en diferentes estadios.   
En la primera PCR se obtuvo una banda de 1080bp con los cebadores 
cFezf2_deg_A y cFezf2_deg5_K. En la siguiente PCR semi-anidada, usando 
como molde la primera PCR, se usaron los cebadores cFezf2_deg_B y 
cFezf2_deg5_K y se obtuvo un fragmento de 345bp sobre el que se sintetizó la 
sonda. Este fragmento se mandó a secuenciar para comprobar que 
corresponde a cFezf2. Para la RT se utilizó SuperScriptTM II Reverve Transcriptase 
(Invitrogen) con el siguiente programa en el termociclador. 
* En el paso 1 se añadieron los siguientes reactivos: 1µg ARN, 1µL cebadores 
aleatorios, 1µL dNTPs (10mM) y agua DEPC hasta completar 12µL. 
En el paso 5 se añadió: 4µL buffer 5x, 2µL DTT (0,1M) y 1µL Inhibidor ARNsa. 
En el paso 8 se añadió 1µL del enzima transcriptasa inversa. 
 
Programa para la síntesis de cADN 
Paso                  Temperatura                  Tiempo 
1*                                65°C                            pausa 
2                                 65°C                             5min 
3                                   0°C                             2min 
4                                   0°C                             pausa 
5*                               42°C                             pausa 
6                                 42°C                             2min 
6                                 42°C                             pausa 
7                                 25°C                             pausa 
8*                               25°C                             10min 
9                                 42°C                             50min 
10                               70°C                             15min 
11                                 0°C                             2min 






El cADN generado se utilizó para la primera PCR. En la primera PCR se obtuvo 
una banda de 1080bp con los cebadores cFezf2_deg_A y cFezf2_deg5_K. En la 
siguiente PCR anidada, usando como molde la primera PCR, se usaron los 
cebadores cFezf2_deg_B y cFezf2_deg5_K 3 y se obtuvo un fragmento de 345bp 
sobre el que se sintetizó la sonda. Este fragmento se mandó a secuenciar para 
comprobar si la secuencia corresponde a cFezf2. Sorprendentemente, las 
secuencias una vez contrastadas usando BLASTn (NCBI) con un 98% de 
homología con la secuencia clonada pertenecen al gen Fezf1 de Gallus gallus, 
seguidas por otras secuencias de Fezf1 de otras especies de aves y con un 88% 
de homología con el gen Fezf1 de Homo sapiens. Cuando se utiliza BLASTx 
(NCBI), que compara las secuencias de proteínas, encontramos un 98% de 
homología con el gen Fezf1 de Mus musculus. Ninguna homología a nivel de 
proteína fue encontrada con respecto al gen Fezf2 en ninguna de las más de 
90 especies entre las que la secuencia clonada resultó tener un nivel de 
homología del 98%. Con estos resultados, suponemos que no hay un segundo 
gen Fezf2 en pollo y la secuencia clonada pertenece a un único gen 
perteneciente a la familia Fezf. Este dato no es de extrañar, dado que otros 
genes de vertebrados como Vax1 y Vax2 tienen un único representante en 
Gallus gallus, cVax. Mientras Vax1 en vertebrados se expresa en la región ventral 
y anterior al tubo neural y Vax2 se expresa en la región ventral de la vesícula 
óptica y en la región ventral neural de la retina, cVax se expresa tanto en el tubo 
neural como en la retina. 
Programa de PCR utilizado: 
Paso                  Temperatura                Tiempo 
1                                 94°C                            pausa 
2                                 94°C                             5min 
4                                 94°C                             30sec 
5                                 54°C                             1min 
6                                   72°C                            1min45sec 
7                                 94°C                             30sec 
8                                 58°C                             1min 
9                                   72°C                            1min45sec 
10                               72°C                               5min 







Con el franmento de ADN amplificado se sintetizó la sonda de ARN utilizando 
digoxigenina (Boehringer Mannheim GmBH, Mannheim, Germany) como 
marcador y siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 



















4. Preparación de las muestras. 
Obtención de embriones de pollo para fijación y posterior ISH o para 
extracción de ARN: 
Para la disección de embriones de pollo se utilizó un soporte especial donde 
acoplar el huevo durante la disección.  
Pasos a seguir: 
1. Coger el huevo de la bandeja de incubación recordando siempre que 
parte estaba hacia arriba (es en la parte donde se encuentra el 
embrión), voltear varias veces el huevo y colocarlo en la plataforma con 
la misma orientación que tenía. 
2. Con una pinza, hacer un pequeño orificio en la parte trasera del huevo 
(donde está la cámara de aire). Hacer otro orificio en la parte superior, 
sin rasgar la membrana. 





4. Abrir una ventana en la cáscara del huevo y una vez localizado el 
embrión, romper la cáscara hasta poder verlo completamente.  
5. Cortar un círculo de papel de filtro con un orificio central del tamaño del 
embrión. Poner el círculo de papel sobre el embrión y presionar 
levemente para que se adhiera. Levantar suavemente y recortar con 
unas tijeras de disección la membrana vitelina de alrededor.  
6. Depositar el embrión en una placa de Petri con PBS 1x para lavarlo. 
7. Para la fijación de los especímenes, pasar los embriones a una placa con 
Formaldehido 4% en PBS y dejar fijando toda la noche a 4 °C.  
8. Para la extracción de ARN, una vez en PBS, se retira toda la placenta y 
demás membranas, dependiendo del estadio. Se disecan las vesículas 
ópticas (u ojos, dependiendo del estadio) y el tubo neural, intentando 
retirar el resto de tejido y mesénquima. Las muestras (unos 6 embriones) 
se colocan en un tubo vacío en hielo al que se le añade ARN later (del 
kit RNeasy de QUIAGEN) y se puede almacenar a -80°C hasta el 
momento de extracción de ARN. 
 
Obtención de embriones de ratón para fijación 
Los embriones de ratón se obtuvieron de madres gestantes silvestres. Se detuvo 
la gestación a diferentes estadios. 
Los embriones se extrajeron de cada útero y se retiraron las placentas, cada 
embrión fue sacrificado inmediatamente tras su extracción del útero. De 
algunos embriones se obtuvieron las cabezas para su fijación y realización de 
cortes histológicos, posteriormente. De otros embriones se disecaron 
cuidadosamente los ojos junto con el tejido circundante para fijarlos y realizar 
las secciones. Las muestras se incubaron toda la noche en 4% formaldehido en 
PBS y posteriormente se pasaron a 4% de formaldehido en 50% de parafina para 







Hibridación in situ 
La hibridación in situ tanto en pollo como en ratón se llevó a cabo en secciones 
hechas con vibratomo, así como en embriones de pollo completos, siguiendo 
los protocolos descritos en Riddle et al., 1993; Engelkamp et al., 1999; Schulte et 
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